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I. RESUMEN 
Las biopelículas microbianas corresponden a comunidades sésiles adheridas a 
una superficie cuyo fin es proveer a los microorganismos de un medio de sobrevivencia 
y de una plataforma de adquisición de material genético exógeno. Este estilo de vida ha 
sido ampliamente estudiado en organismos bacterianos por su impacto en patogénesis, 
en contraste con las biopelículas de arqueas cuya caracterización es aún limitada. 
Estudios preliminares de biopelículas de arqueas, conducidos en organismos del 
género Sulfolobus han descrito la importancia de los reguladores transcripcionales del 
tipo Lrs14 en la formación de biopelículas. Particularmente, en Sulfolobus 
acidocaldarius, el regulador del tipo Lrs14 Saci_1223 podría estar jugando un papel 
primordial al controlar la expresión de genes asociados al metabolismo energético 
durante el desarrollo de biopelículas. Así, en este trabajo de tesis se estudió el papel 
del regulador Saci_1223 en la regulación de genes involucrados en procesos de 
producción y conversión de energía durante la formación de biopelículas de S. 
acidocaldarius. Para ello se realizaron: i) estudios filogenómicos, ii) análisis de 
genómica comparativa y iii) ensayos de expresión genética diferencial en la cepa 
silvestre de S. acidocaldarius y una cepa mutante para el regulador de interés. Los 
resultados obtenidos determinaron que Saci_1223 regularía la expresión de los genes 
que codifican para la oxidasa terminal DoxBCE, sugiriendo que este complejo de la 
cadena de transferencia de electrones sería de vital relevancia durante la formación de 
biopelículas en S. acidocaldarius. Adicionalmente, análisis in silico permitieron proponer 
que un motivo de 20 nucleótidos y rico en AT correspondería al sitio de unión del 
regulador Lrs14 al DNA, situación que se observó además en otros 58 genes del 
genoma de S. acidocaldarius. Por último, análisis filogenómicos indicaron que Lrs14 es 
una proteína codificada específicamente por arqueas y preferentemente presente en 
especies del orden Sulfolobales. Además se propone que saci_1223 podría haber 
adquirido su función como regulador transcripcional en un evento evolutivo reciente en 
comparación con otros homólogos. Los resultados indican que saci_1223 podría ser un 
regulador clave que controla la formación de biopelículas en S. acidocaldarius al 
permitir el crecimiento de esta arquea en condiciones cuando el oxígeno es limitante.  
 
	   2	  
II. INTRODUCCION 
 
1. El dominio Archaea. 
  
En 1990, Carl Woese y colaboradores basándose en la comparación de las 
secuencias nucleotídicas del RNA ribosomal 16S/18S, propuso que las arqueas 
constituyen un dominio independiente y separado de las bacterias. Desde entonces, se 
destruyó el paradigma de la existencia de procariontes y eucariontes, permitiendo de 
esta forma la construcción de un árbol filogenético universal que agrupa a los seres 
vivos en tres dominios, Bacteria, Eukarya y Archaea (Woese et al., 1990). 
 
Desde la descripción de la primera arquea en 1972, Sulfolobus acidocaldarius 
(en ese entonces arqueobacteria) (Brock et al., 1972), el número de microorganismos 
descritos que pertenecen a este dominio ha aumentado de forma constante. Muchas de 
estas arqueas prosperan en ambientes muy extremos, donde los parámetros físicos 
como la temperatura, la salinidad, el pH ó la presión muestran valores inesperados para 
el desarrollo de cualquier forma de vida. Así, muchos de los representantes de este 
dominio han suscitado especial interés como modelos de estudio de la adaptación de la 
vida en condiciones extremas. Algunos ecosistemas en donde habitan comprenden 
fuentes geotermales (altas temperaturas), salares (salinidad), fondos oceánicos 
(presión atmosférica), desiertos (poca disponibilidad de agua) y en hábitats con 
presencia de gases tóxicos como monóxido de carbono (Rothschild y Mancinelli, 2001; 
Baker et al., 2016). En la actualidad, el dominio Archaea está organizado en 5 filos: 
Crenarchaeota, Euryarchaeota, Thaumarchaeota, Korarchaeota y Nanoarchaota (Hong 
et al., 2014) (Figura 1). En esta tesis se abordan principalmente aspectos 
experimentales y bioinformáticos en organismos del phylum Crenarchaeota.  
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Figura Nº1: Diversidad filogénetica del dominio Archaea. Relación filogenética 
realizada sobre alineamientos de secuencias de la subunidad ribosomal 16S. Las 
distancias filogenéticas no fueron señaladas. Adaptado desde Albers y Meyer, 2011. 
 
La secuenciación de genomas de arqueas ha revelado que la mayor parte de los 
sistemas de procesamiento de la información como la replicación, la transcripción y la 
traducción, que mantienen y expresan los genomas son claramente de tipo eucarionte 
(Rowlands et al., 1994; Baumann et al., 1995; Dennis, 1997). En cambio, los genes 
relacionados con funciones metabólicas son de tipo bacteriano (Olsen y Woese, 1997; 
Gaasterland, 1999). Otras similitudes de las arqueas con bacterias son sus tamaños 
celulares, la ausencia de membrana nuclear y de organelos, y la presencia de un 
cromosoma circular acompañado de plásmidos circulares más pequeños (Brown y 
Doolittle, 1997). La estructura de las envolturas celulares formadas por la capa S de 
glicoproteínas y una membrana plasmática que contiene una gran proporción de tetra-
éteres lipídicos, constituye una característica original de las arqueas (Brown y Doolittle, 
1997; Rajagopal et al., 1998). 
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1.1. Sulfolobus acidocaldarius: un modelo de estudio de arqueas 
 
 El organismo S. acidocaldarius corresponde a una Crenarquea termoacidófila 
que se desarrolla  a una temperatura de 75ºC y a pH 3.0. Es el primer microorganismo 
del dominio Archaea en ser descrito y cultivado en forma exitosa en el laboratorio 
(Brock et al., 1972). Su metabolismo energético presenta características de mixo y 
heterotrofia, empleando como fuente de carbono y energía compuestos orgánicos como 
péptidos, glucosa, ribosa y xilosa, además de compuestos reducidos de azufre (Huber y 
Prangishvili, 2006).  
 
S. acidocaldarius ha sido utilizado como modelo de estudio para entender tanto 
la biología molecular de arqueas como los mecanismos de adaptación de los 
microorganismos termoacidófilos. Desde el año 2005 su genoma secuenciado (Chen et 
al., 2005) es de acceso público. En la actualidad se dispone de herramientas para la 
manipulación genética de S. acidocaldarius. Es así como se utiliza la cepa de S. 
acidocaldarius MW001, que corresponde a una cepa derivada de la cepa silvestre S. 
acidocaldarius DSM639, y que posee una deleción del gen pyrE (Wagner et al., 2012) 
que codifica la proteína orotato fosforibosiltransferasa.  Esta enzima es esencial en la 
ruta de biosíntesis de uracilo, lo que permite la selección de la cepa MW001 por 
auxotrofía a uracilo. Así, utilizando S. acidocaldarius MW001 es posible generar 
mutantes de deleción génica e integración de DNA foráneo en S. acidocaldarius, 
además de la producción de proteínas recombinantes en dicha cepa mediante vectores 
de expresión (Wagner et al., 2012). 
 
2. Biotecnología de Arqueas. 
 
 El área que agrupa a los procesos biotecnológicos industriales o biotecnología 
blanca, ha sido el mayor foco de innovación basado en el uso de arqueas. La utilización 
de este tipo de microorganismos radica en que varias especies, especialmente 
termoacidófilos, codifican enzimas capaces de catalizar reacciones químicas a elevadas 
	   5	  
temperaturas, lo que significa en la mayoría de los casos menores tiempos de reacción 
y una mayor estabilidad enzimática en procesos industriales (Zeldes et al., 2015).  
 
 Dentro de los casos exitosos del uso de arqueas en procesos industriales se 
puede mencionar la utilización de enzimas amilasas para la hidrolisis de glucosa (Gupta 
et al., 2006), degradación de celulosa (Antranakian et al., 2005) y degradación de 
quitina (Andronopoulou y Vorgias, 2004; Imanaka et al., 2001; Tanaka et al., 1999). Por 
otra parte, enzimas DNA polimerasas de arqueas son empleadas en ensayos de 
biología molecular, esto debido a su alto rendimiento y fidelidad a altas temperaturas en 
comparación con otras polimerasas bacterianas (Hashimoto et al., 2001). La capacidad 
de formación de biopelículas de algunas arqueas también ofrecen una atractiva fuente 
de innovación biotecnológica (Orell et al., 2013a). Es así como biopelículas de arqueas 
metanogénicas han sido empleadas para la producción de biogas, un combustible 
ambientalmente sustentable (Radamacher et al., 2012), y para el tratamiento de 
desechos en agua (Brown et al., 2013). Arqueas termoacidófilas de los géneros 
Acidianus spp. y Metallosphaera spp. son ampliamente utilizadas en procesos de 
biolixiviación de minerales azufrados altamente recalcitrantes como la calcopirita (Norris 
et al., 2000). 
 
Por otra parte, el uso de arqueas en procesos industriales ha significado un 
desafío en el escalamiento de cultivos. Esto debido a que altas temperaturas también 
suponen una pérdida más rápida del medio de cultivo por evaporación, así como 
también en la integridad de los equipos utilizados que se ven afectados por una 
acelerada corrosión como consecuencia de las altas concentraciones de sales o pH 
muy ácido o básico requerido para el óptimo crecimiento de estos microorganismos 
(Frock y Kelly, 2012). 
 
 En virtud de lo anteriormente expuesto, estudiar y comprender a las biopelículas 
de arqueas, además de ayudar a la comprensión de este estilo de vida empleado por 
este tipo de microorganismos, también implica conocer como estos organismos actúan 
cooperativamente con diversos microorganismos (arqueas y/o bacterias) en el 
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desarrollo de procesos de relevancia biotecnológica como los descritos anteriormente, 
con la finalidad de mejorar y optimizar dichos procesos desde diversas perspectivas sin 
resultar en el perjuicio de alguno de estos (Orell et al., 2013a). Ejemplos de lo 
anteriormente expuesto involucra, para el caso de la síntesis de biogás en 
metanoarqueas, la optimización de pasos específicos que aumenten las eficiencia de la 
degradación de celulosa y polímeros orgánicos, la conversión de monómeros simples a 
ácidos grasos para así propiciar pasos de acetogénesis y la degradación anaeróbica de 
ácido acético hacía biogás por metanogénesis (Ahring, 2003; Bayer et al., 2004). 
 
3. Biopelículas Microbianas. 
 
 La comunidad microbiana conocida como biopelícula se define como una 
población de microorganismos (sean de la misma especie o diferentes) que se 
encuentran adheridos a una superficie biótica o abiótica (Morris y Visick, 2010). Los 
microorganismos se asocian entre si a través de interacciones intercelulares y se 
embeben en una sustancia polimérica extracelular, producida y autosecretada por los 
mismos organismos, conocida como la matriz extracelular (EPS). La composición de 
esta matriz es especie específica y mayoritariamente consta de polisacáridos, proteínas 
y ácidos nucleicos (Hall-Stoodley et al., 2004). Los microorganismos que conforman 
una biopelícula difieren sustancialmente en términos de su expresión génica en 
comparación a sus contrapartes planctónicas, situación que se ve favorecida en función 
de los microambientes que se generan al interior de la biopelícula y que repercuten en 
sus metabolismos y crecimiento (Donlan, 2002). Las biopelículas han sido descritas a 
su vez como un estilo de vida sésil por el cual los microorganismos generan una mayor 
protección frente a condiciones ambientales adversas, bien sean de carácter 
fisicoquímico o químico (Banat et al., 2014) tales como variaciones en el pH ambiental, 
temperatura, viscosidad, presencia de cationes y/o agentes antimicrobianos (Donlan, 
2002). 
 
 El proceso de formación de biopelículas comprende 4 estadios principales, cuyas 
diferencias entre bacterias y arqueas serán descritas en secciones posteriores y que en 
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general corresponden a: i) Adherencia a la superficie, etapa que involucra el paso de 
una condición de crecimiento en suspensión a una de adhesión a superficie y que 
puede ser llevada a cabo mediante el uso de diversos factores que permiten esta unión 
(ej: fuerzas de Van der Waals, interacciones hidrofóbicas, electroestáticas, y proteínas 
de adhesión), ii) Fase de colonización o acumulación en superficie, la cual implica 
una adhesión de carácter mas permanente o irreversible a la superficie como resultado 
de las uniones entre una superficie, sustratos y EPS secretado. Este nuevo ambiente 
propicia procesos de comunicación intercelular con la finalidad de coordinar el 
comportamiento de la comunidad microbiana en aspectos tales como la motilidad y la 
producción de EPS. iii) Crecimiento o maduración de la biopelícula, fase en la que 
aumenta la biomasa de la biopelícula como resultado de la acción coordinada entre la 
disponibilidad y uso de nutrientes existentes en el entorno. Finalmente se observa la iv) 
Dispersión de células desde la biopelícula, en la cual células se desprenden de la 
comunidad para migrar desde un sitio con poca disponibilidad nutricional hacía uno más 
favorable, o bien porque algunas de las células de generación más reciente en esta 
comunidad no se encuentran suficientemente adheridos a las biopelículas como para 
resistir una considerable dinámica de fluidos (Davey y O’Toole, 2000; Cheng et al., 
2010; Veerachamy et al., 2014) (Figura 2). 
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Figura 2. Esquema de formación de biopelículas microbianas. Diagrama que ilustra 
las etapas que comprenden la formación de biopelículas así como los eventos 
primordiales en cada paso del proceso. 1: Adherencia a superficie, 2: Fase de 
colonización o de acumulación en superficies, 3: Crecimiento o maduración de la 
biopelícula, 4: Dispersión de células desde la biopelícula. Esquema tomado desde 
Veerachamy et al., 2014. 
 
3.1. Formación de biopelículas bacterianas. 
 
 Las biopelículas bacterianas comprenden el mayor foco de estudio de esta forma 
de vida, principalmente por el rol en patogénesis asociado a estas en un amplio rango 
de hospederos (Jefferson, 2004), razón por la cual su nivel de conocimiento es amplio y 
profundo para cada una de las fase mencionadas anteriormente. Algunos de los 
modelos más estudiados corresponden a Escherichia coli, Vibrio choleare y 
Pseudomonas aeruginosa (Davey y O’Toole, 2000). Recientemente biopelículas 
formadas por bacterias acidófilas del género Acidithiobacillus spp. han comenzado a ser 
estudiadas, esto debido principalmente por su impacto en procesos de biolixiviación 
(Castro et al., 2015). 
 
cells (Figure 2). During the formation of biofilm, there
are various factors which are responsible for the initial
adhesion of the microbes such as polarity, London-van
der Waals forces (Figure 3) and hydrophobic interac-
tions.12 There are various bacteria’s adhered to the pro-
tein surface contributing to the initial adhesion and
resulting in biofilm formation. The biofilm consists of
proteins, electrolytes and some unidentified mole-
cules.8,13 A polysaccharide structure known as capsular
polysaccharide/adhesion (PS/A) leads to the initial
adhesion and slime production.14 Initial attachment of
S. epidermidis to a polymer surface may be mediated
by AtlE, a surface-associated autolysin.15 The biofilm-
associated protein Bap leads to the biofilm formation
in S. epidermidis.16
Aggregation and biofilm maturation. The adherence of the
bacteria to the inert surface leads to the formation of
stable microcolony. Bacterial cell proliferation and
intercellular adhesion take place once the microbes
adhered to the surface of the implants. A polysacchar-
ide antigen named polysaccharide intercellular adhe-
sion (PIA) leads to the intercellular adhesion and
biofilm accumulation in Staphylococci.17 During this
accumulation phase, the microbes multiply and form
several layered cell clusters on the surface of the foreign
body. Microcolonies further develop into macrocolo-
nies and are enclosed by an extracellular polysaccharide
matrix.18 Extra polysaccharide substances (EPS) are
produced in this phase which is responsible for the
binding and cell adhesion to the surface.18,19 The EPS
matrix acts as a barrier and protects the microbes dur-
ing adverse conditions. Within the EPS matrix, intercel-
lular signaling or quorum sensing (QS) takes place.
Cell–cell signaling has been demonstrated to play a
role in the cell attachment and detachment from
Figure 2. Schematic representation of biofilm formation.
Figure 3. Steps involved in biofilm formation and the factors responsible for the biofilm.
Veerachamy et al. 1085
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Se ha descrito ampliamente que el sistema de comunicación intercelular Quorum 
Sensing (QS) controla procesos dependientes de la densidad poblacional de una 
biopelícula bacteriana tales como la producción de factores de virulencia, motilidad y 
producción de exopolisacáridos (Parsek y Greenberg, 2005). Sistemas de QS se han 
descrito tanto en bacterias Gram-negativo como en Gram-positivo (Stevens et al., 
2011). Otro factor relevante para el control del desarrollo de biopelículas bacterianas 
corresponde al segundo mensajero conocido como diguanilato cíclico (c-di-GMP), el 
cual actúa como regulador en varios procesos fisiológicos que permiten la transición 
desde un estilo de vida en suspensión (planctónico) hacía la adhesión en superficies o 
biopelículas (Romling et al., 2013). El c-di-GMP induce la biosíntesis de proteínas tipo 
adhesinas y también la producción de exopolisacáridos que forman parte de la matriz 
extracelular. Se ha reportado además, que el c-di-GMP promueve la inhibición de la 
motilidad bacteriana, lo que consecuentemente contribuye en la adhesión a la 
superficie. El c-di-GMP también esta asociado al control de la virulencia de las 
biopelículas; ésto al controlar la expresión de genes relacionados a ello y la progresión 
del ciclo celular bacteriano (Hengge, 2009). 
 
Se ha descrito extensamente el papel de ciertos apéndices extracelulares en la 
construcción y establecimiento de una biopelícula. En bacterias, dichos apéndices han 
sido categorizados en 2 clases: i) Flagelos, descritos como estructuras largas con forma 
de látigo que son requeridos para la motilidad y ii) Pilis o fimbrias, estructuras más 
delgadas en comparación a los flagelos y con un aspecto similar al cabello, que están 
involucradas en procesos de adhesión a superficie así como también de estar 
involucrados en eventos de transferencia genética entre especies microbianas 
(Thanassi et al., 2010). Estos apéndices pueden ser agrupados en virtud de la vía de 
ensamble que requieren; dichas vías corresponden a: i) Pilis ensamblados por la vía 
chaperone/usher, ii) Pilis tipo IV, iii) Pilis ensamblados por la vía de 
nucleación/precipitación extracelular y iv) Pilis ensamblados por vías alternativas a la 
vía chaperone/usher (Proft y Baker, 2009). En lo que respecta a la formación de 
biopelículas, son los pilis tipo IV los apéndices que median, tanto en bacterias Gram-
negativo como Gram-positivo, la adherencia de bacterias a superficies, así como 
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también son los que influyen sobre la motilidad y los estados iniciales de adhesión 
reversible y maduración de biopelículas (Burrows, 2005). 
 
3.2. Formación de Biopelículas de Arqueas. 
 
Aunque menos estudiadas que sus contrapartes bacterianas, el proceso de 
formación de biopelículas en arqueas es un campo de reciente profundización.  
Estudios realizados en comunidades de arqueas halófilas, metanogénas e 
hipertermófilas han emergido con la finalidad de entender el desarrollo de este tipo de  
comunidad microbiana en el dominio Archaea (Orell et al., 2013a). Estudios recientes 
han revelado que las arqueas ensamblan y emplean preferentemente pilis tipo IV 
durante el establecimiento de biopelículas (Pohlscroder y Esquivel, 2015). Los pilis del 
tipo IV en arqueas presentan una gran variedad de funciones y formas (Albers y Meyer, 
2011; Koerdt et al., 2010). Por ejemplo el Archaellum (o Arquelum) tiene por función el 
proveer de un mecanismo de motilidad y adhesión a superficies, es a su vez un análogo 
de los flagelos bacterianos, aunque se diferencia de estos últimos al ser mas delgado y 
estar constituido por un complejo de solo siete proteínas (Lassak et al., 2011). El Pili 
Aap (o Adhesivo arqueal) es otro apéndice arqueal descrito solamente en S. 
acidocaldarius, corresponde a una estructura involucrada en los procesos de adhesión 
irreversible a superficies, a su vez de propiciar cambios en la arquitectura de la 
biopelícula en formación (Henche et al., 2012a; Henche et al., 2012). Es posible 
también identificar en arqueas al Pili Ups (UV-induced pilus in Sulfolobus) cuya función 
primordial es la de favorecer la agregación celular al detectar radiación UV y proveer un 
mecanismo de reparación en el DNA (Van Wolferen et al., 2013). Estudios realizados 
sobre la influencia de este apéndice en la formación de biopelículas han demostrado 
que cepas mutantes que carecen de él presentan un fenotipo deficiente en la formación 
de biopelículas (Henche et al., 2012a). 
 
En aspectos relacionados a la comunicación intercelular y su influencia en la 
formación de biopelículas, se han realizados algunos análisis en arqueas del filo 
Euryarchaeota. Así, en Natronococcus occultus (Paggi et al., 2003), Methanosarcina 
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masei y Methanotermobacter thermautotrophicus (Zhang et al., 2012) se determinó la 
ocurrencia de variantes carboxiladas de las moléculas autoinductoras del sistema de 
QS tipo 1 (AI-1); sin embargo se carece de información sobre si  este sistema de QS en 
arqueas cumple algún papel durante la formación de biopelículas. Dentro de este 
contexto, la presencia de c-di-GMP no ha sido aun descrita en ninguna especie de 
arquea  (Baker-Austin et al., 2010).  
 
3.3. Genómica asociada a las Biopelículas de Arqueas. 
 
 Mediante el estudio de la expresión global de genes y proteínas   
(transcriptómica y proteómica) se ha pretendido identificar los determinantes genéticos 
durante el proceso de formación de biopelículas en arqueas. Un primer estudio de estas 
características fue realizado empleando a 3 especies del género Sulfolobus: S. 
acidocaldarius, S. solfataricus y S. tokodaii. Dicho estudio reveló que en el proceso 
existen componentes comunes para las 3 especies que se vieron tanto reprimidos como 
inducidos durante el crecimiento en biopelículas. Entre los cambios más notables, se 
encontró que una proteína conocida como Lrs14 aumentó sus niveles en las 3 especies 
investigadas durante su crecimiento como biopelículas.  Esta proteína con función 
desconocida correspondió a un regulador transcripcional putativo, lo que sugirió su 
potencial papel como regulador maestro durante el desarrollo de biopelículas en 
especies del género Sulfolobus (Koerdt et al., 2011).  
 
Estudios centrados en comprender el papel de la proteína de tipo Lrs14, 
revelaron que  S. acidocaldarius posee 6 ortólogos codificados en su genoma, siendo 2 
de estos los que podrían estar teniendo una directa relación en la formación de 
biopelículas (Orell et al., 2013b). Mediante estudios genéticos se observó que la 
deleción de uno de los ortólogos, el gen saci_0446, ocasionó un aumento en la 
producción y secreción de exopolisacáridos, además de incrementar los niveles de los 
transcritos de genes asociados a la síntesis del pili Aap. Por otra parte, una mutante de 
deleción del ortólogo saci_1223 mostró un fenotipo deficiente en la formación de 
biopelículas, ocacionando una perdida de un 50% de la biomasa de la biopelícula 
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cuando se comparó con la cepa silvestre. Dicha deficiencia no se encontró asociada a 
una represión de la expresión de genes asociados a apéndices extracelulares (Figura 
3), lo que  sugirió que el regulador Lrs14 codificado por el gen saci_1223 controlaría de 
forma positiva la formación de biopelículas al inducir otros genes no asociados a 
apéndices extracelulares (Orell et al., 2013b). 
 
 
Figura 3. Efecto de la deleción de reguladores tipo Lrs14 de S. acidocaldarius 
durante la formación de biopelículas. Análisis de microscopía confocal de barrido del 
efecto en la formación de biopelículas de S. acidocaldarius frente a una deleción del 
gen saci0446 y saci1223 en comparación a la biopelícula formada por la cepa silvestre 
S. acidocaldarius MW001. Las células se visualizaron mediante incubación con DAPI 
(canal azul). Imagen adaptada de Orell et al. (2013b).  
 
4. Regulación transcripcional en arqueas y función de reguladores del tipo Lrs14 
en la formación de biopelículas de arqueas. 
 
El proceso de transcripción en arqueas ha sido descrito como un proceso híbrido 
entre los sistemas eucariontes y procariontes; en ese sentido, el aparato de 
transcripción basal de arqueas es similar al existente en organismos eucariontes 
mientras que los reguladores transcripcionales empleados comparten un mayor grado 
de homología con aquellos encontrados en organismos bacterianos (Bell y Jackson, 
1998). El complejo de preiniciación de la transcripción en arqueas consiste en una 
región rica en A y T similar a una caja TATA bacteriana, la que es reconocida por la 
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TATA-Binding Protein de arqueas (TBP) y localizada entre 25 a 35 pares de bases río 
arriba del sitio de inicio de la transcripción. Además de este sitio, es posible reconocer 
otro sitio rico en purinas denominada BRE (B Recognition element), que se ubica  
adyacente y río arriba de la secuencia TATA, que es reconocido por el factor de 
transcripción B (TFB). Así, ambos factores transcripcionales, TBP y TFB, forman un 
complejo con el DNA que dirige a la RNA Polimerasa arqueal (RNAP) para comenzar el 
proceso de transcripción (Ouhammouch, 2004; Qureshi y Jackson, 1998). 
 
 Como se mencionó, la maquinaria transcripcional de arqueas emplea 
reguladores característicos de los organismos bacterianos. Análisis en diversas 
especies de arqueas revelaron que la mayoría de los reguladores de tipo bacteriano 
corresponden a proteínas de la superfamilia de reguladores del tipo “Hélice-Giro-Hélice 
Alado”, alcanzando en algunas especies una presencia de entre el 20 al 40% de este 
tipo de proteínas en los genomas de especies de arqueas (wHTH) (Aravind y Koonin, 
1999; Kyrpides y Ouzounis, 1999). La proteínas del tipo Lrs14 pertenecen a la 
subfamilia de reguladores del tipo Lrp-AsnC del grupo mayor wHTH. La primera 
descripción de un regulador del tipo Lrs14 en arqueas fue realizada en S. solfataricus, 
observando que dicha proteína tiene la capacidad de autoregular su expresión génica 
(Napoli et al., 1999). 
 
En el contexto de la formación de biopelículas, la primera observación de la 
influencia de reguladores del tipo Lrs14 en el proceso fue descrita en el trabajo de 
Koerdt et al. (2011), seguida de la descripción del efecto de 2 ortólogos de esta proteína 
presente en el genoma de S. acidocaldarius (Orell et al., 2013b). Análisis de la 
expresión genética global mediante microarreglos de DNA, utilizando una cepa de S. 
acidocaldarius mutante de deleción del gen saci_1223, permitieron determinar  que la 
ausencia de este regulador altera la expresión del 25% de los genes codificados en el 
genoma de S. acidocaldarius durante la formación de biopelículas (Orell et al., 
resultados no publicados). Adicionalmente, del total de genes afectados por la mutación 
de saci_1223, un 70% de ellos se encontraron reprimidos, lo que sugeriría que el 
regulador Lrs14 codificado por saci_1223 actuaría en este contexto como un activador 
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transcripcional. Más aún, se encontró que un gran número de genes que vió reprimida 
su expresión génica durante la formación de biopelículas están asociados a procesos 
celulares de conversión y producción de energía (Orell et al., resultados no publicados). 
Esto último indicaría que la deficiencia en la formación de biopelículas de la cepa 
mutante de  saci_1223 podría estar asociada a falencias en el metabolismo energético 
de esta arquea. 
 
5. Metabolismo energético en Sulfolobales y su papel durante la formación de 
biopelículas. 
 
 El éxito de la formación de biopelículas en microorganismos depende de como 
estos administran los nutrientes presentes en condiciones limitantes dentro de los 
distintos estratos celulares de la biopelícula (Xu et al., 1998). La concentración de  
oxígeno, por ejemplo, decrece considerablemente hacía las capas internas de la 
biopelícula, desarrollándose una condición de microaerofilia o incluso de ausencia total 
de oxígeno (Stewart y Franklin, 2008). Otros nutrientes también se encuentran 
presentes en gradientes de concentración marcados. 
 
Las especies del orden Sulfolobal son microorganismos aerobios obligados, con 
la capacidad de crecer en concentraciones limitantes de oxígeno cercanas al 0.5% 
(Schafer et al., 1999). Estos microorganismos obtienen los electrones desde fuentes 
orgánicas o bien desde algunas fuentes inorgánicas (ej: compuestos azufrados en el 
caso de S. acidocaldarius), los que son finalmente transferidos al oxígeno molecular a 
través de la cadena transportadora de electrones para la síntesis de ATP (Brock et al., 
1973). Se han descrito varias oxidasas terminales en genomas del orden Sulfolobal, 
entre ellos se encuentran los complejos FoxABCDEFG, SoxABCDL, SoxEFGHIM, 
DoxBCE y CbsAB-SoxL2N, las que actúan consecutivamente en el transito de 
electrones (Wheaton et al., 2015). Mediante estudios realizados en cultivos en 
suspensión de S. solfataricus se determinó que la expresión de estos complejos es 
dependiente del porcentaje de oxígeno presente en el medio de cultivo (Simon et al., 
2009). Aunque aún no se ha dilucidado en detalle el patrón de expresión de las 
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oxidasas terminales en el dominio Archaea, experimentos realizados en bacterias (ej. 
Bacillus subtilis) han demostrado que el éxito  en el desarrollo de biopelículas está 
asociado directamente al porcentaje de oxígeno presente, puesto  que concentraciones 
limitantes alteran procesos relacionados con la agregación celular y adhesión a 
superficies, así como el uso de nutrientes del entorno (Holscher et al., 2015). 
 
Interesantemente, los análisis transcripcionales realizados en la cepa mutante de 
S. acidocaldarius Δsaci_1223 durante la formación de biopelículas (comentados en la 
sección anterior) indicaron que los genes que codifican para los componentes de la 
oxidasa terminal DoxBCE son notablemente reprimidos en comparación a la cepa 
silvestre. Más aún, ninguno de los demás complejos de oxidasas terminales mostró 
niveles transcripcionales alterados en dicha mutante (Orell et al., resultados no 
publicados). Estos hallazgos permiten presumir de la relevancia que el sistema DoxBCE 
podría tener en el metabolismo energético de S. acidocaldarius durante la formación de 
biopelículas, y explicarían la deficiencia en la formación de biopelículas observada en 
ausencia del regulador del tipo Lrs14 Saci_1223 (cepa mutante Δsaci_1223). Así 
mismo, esto sugeriría que Saci_1223 podría controlar la expresión de los genes 
doxBCE y de otros genes relacionados a procesos celulares de obtención y conversión 
de energía durante el desarrollo de biopelículas. 
 
 En correspondencia con los antecedentes expuestos se plantea la hipótesis de 
trabajo: 
 
6. HIPOTESIS 
 
“Durante el desarrollo de biopelículas la proteína Lrs14 codificada por el gen saci1223 en 
Sulfolobus acidocaldarius actúa como un regulador transcripcional maestro de la 
expresión de genes asociados a procesos de producción y conversión de energía, 
encontrándose dentro de este grupo los genes que codifican los componentes de la 
oxidasa terminal DoxBCE”. 
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7. OBJETIVO GENERAL 
 
“Estudiar el papel de Lrs14, codificado por saci_1223 durante la formación de 
biopelículas en S. acidocaldarius en la regulación de genes involucrados en procesos de 
producción y conversión de energía”. 
 
8. OBJETIVOS ESPECIFICOS 
 
Objetivo Específico Nº1: Caracterizar el regulador Lrs14 (codificado por saci1223) en 
S. acidocaldarius desde una perspectiva filogenómica, empleando información de 
secuencia disponible para otros Sulfolobales e información evolutiva contenida en el 
genoma de estas arqueas. 
 
Este objetivo pretende explorar la ocurrencia y conservación del regulador Lrs14 en 
los representantes secuenciados del género Sulfolobus y otros géneros cercanos, 
con el fin de aportar una perspectiva filogenómica de contexto que facilite el estudio 
de los componentes (genes, promotores, sitios de unión a DNA, etc.) y la 
organización (operones, posición relativa de las cajas de unión a DNA respecto de 
los promotores predichos, etc.) de los circuitos regulatorios, bajo el control de Lrs14 
durante la formación de biopelículas. 
Adicionalmente, mediante el desarrollo de este objetivo podremos inferir posibles 
características, como asociación funcional, comunes entre el grupo de genes 
estudiados y los genomas empleados. 
 
 
Objetivo Específico Nº2: Analizar mediante herramientas bioinformáticas las regiones 
promotoras de los genes regulados diferencialmente en condiciones de formación de 
biopelículas (en relación a la condición planctónica), según ensayos de microarreglos 
(disponibles en el RNA Biology Laboratory del Instituto Max Planck para la  Microbiología 
Terrestre), en particular aquellos vinculados al metabolismo energético de arqueas. 
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Este objetivo pretende identificar motivos conservados y/o cajas de regulación del 
tipo Lrs14 en el grupo anteriormente señalado, con la finalidad de aportar una 
predicción en relación al posible control, sea directo o indirecto que el regulador 
Lrs14 podría ejercer sobre un gen o grupo de genes que se vieron regulados 
diferencialmente en la condición de crecimiento antes descrita.  
 
Objetivo Específico Nº3: Evaluar mediante PCR cuantitativo (qPCR) el patrón de 
expresión transcripcional de un grupo de genes blanco candidatos asociados a diversos 
aspectos del metabolismo (entre ellos los genes responsables de la síntesis del 
complejo DoxBCE) en distintos contextos genéticos (cepas silvestre y mutante en 
saci1223) y en distintas condiciones de crecimiento (células en suspensión y adheridas). 
 
Este objetivo pretende analizar el perfil transcriptómico de un grupo de genes 
asociados a diversos aspectos del metabolismo energético y derivados de los 
análisis bioinformáticos realizados en el objetivo específico nº2, en una 
condición de crecimiento adherida (biopelículas) y como estos pudieran 
tender a la inducción o represión transcripcional en un contexto genómico 
silvestre o en una mutación del regulador Lrs14 (saci1223). 
 
Objetivo Específico Nº4: Integrar la evidencia disponible así como los resultados 
obtenidos en los objetivos anteriores y proponer un modelo de regulación que permita 
inferir la regulación ejercida por el regulador transcripcional Lrs14 codificado por 
saci1223 en S. acidocaldarius sobre genes relacionados al metabolismo energético de 
arqueas durante la formación de biopelículas. 
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III. MATERIALES Y METODOS 
 
1.- Cepas y condiciones de cultivo. 
 
 Los cultivos de S. acidocaldarius se crecieron en un medio Brock descrito por 
Brock (Brock et al., 1972). El medio Brock concentrado (10X) consistió de 13 g/L de 
(NH4)2SO4, 2,8 g/L de KH2PO4, 2,5 g/L de MgSO4 x 7H2O, 7 g/L de CaCL2 x 2H2O, 2 g/L 
de FeCl3 x 6H2O, 18 mg/L de MnCl2 x 4H2O, 45 mg/L de Na2B4O7 x 10H2O, 2,2 mg/L de 
ZnSO4 x 7H2O, 0,5 mg/L de CuCl2 x 2H2O, 0,3 mg/L de Na2MoO4 x 2H2O, 0,3 mg/L de 
VOSO4 x 2H2O y 0,1 mg/L de CoSO4. El medio se diluyó al 1X al agregar en un 
volumen de 1 litro de agua destilada estéril la decima parte de cada compuesto 
empleado para el medio concentrado (10X). El pH se ajustó a 3 con H2SO4. La 
inoculación se efectuó al 10% suplementado con 1mL/50mL NZ-Amina 10% (p/v), 
creciendo el cultivo a 75 ºC con agitación constante (120 rpm) hasta fase logarítmica 
(OD600: 0,5). La colección de células se realizó por centrifugación a 11.000 rpm por 5 
minutos a temperatura ambiente. 
 
1.1.- Cepas utilizadas. 
 
 Se obtuvieron cepas de S. acidocaldarius desde colecciones privadas 
provenientes del Max Plank Institute for Terrestrial Microbiology (Alemania). Se utilizó la 
cepa S. acidocaldarius MW268 como cepa silvestre y S. acidocaldarius MW254 que 
corresponde a una cepa mutante de deleción del gen saci_1223. 
 
2. Variación de las condiciones de cultivo para S. acidocaldarius. 
 
2.1.- Generación de biopelículas. 
 
 Para la generación de biopelículas con S. acidocaldarius, se siguió el protocolo 
descrito por Koerdt en 2011 (Koerdt et al., 2011). Para ello se empleó cultivos de S. 
acidocaldarius MW268 y MW254 (sección 1.1) como preinoculo. La inoculación en 
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placas de cultivo de 150 mm se efectuó al 10% del volumen total suplementado con 
1mL/50mL de NZ-Amina 10% (p/v) creciendo el cultivo a 75 ºC sin agitación hasta fase 
logarítmica (OD600: 0,5) empleando una caja de metal inoxidable de 25 cm de largo x 20 
cm de ancho x 20 cm de alto con 750 mL aprox. de agua destilada estéril en el fondo de 
esta para minimizar evaporación. La colección de células se efectuó mediante la 
eliminación del sobrenadante y recuperación por raspaje del fondo de las placas con 10 
mL de medio Brock estéril y centrifugación del sobrenadante obtenido a 6.000 rpm por 
15 minutos a temperatura ambiente. El cultivo de biopelículas se realizó empleando un 
total de 4 placas de cultivo de boro-silicato de 150 mm de diámetro, cada una con un 
volumen final de 80 ml del inoculo mencionado anteriormente mas 2 placas con agua 
mili-Q estéril con igual volumen final dentro de la caja utilizada. El seguimiento del 
crecimiento de los cultivos de S. acidocaldarius MW268 y MW254 se realizó mediante 
medición de su densidad óptica por espectrofotometría hasta alcanzar la fase señalada 
previamente. La colección de células se efectuó inicialmente como se mencionó 
previamente y el contenido de las 4 placas raspadas con el medio Brock estéril fueron 
concentradas en un único recipiente para su correspondiente centrifugación en las 
condiciones definidas anteriormente. Se realizó una concentración final de las células 
colectadas desde las 4 placas usadas al emplear 1 ml de medio Brock estéril para dicho 
fin mediante centrifugación de este sobrenadante a 11.000 rpm por 5 minutos. Se 
eliminó el sobrenadante y las células obtenidas fueron almacenadas a -80 ºC hasta su 
correspondiente uso. 
 
3. Preparación de ácidos nucleicos. 
 
3.1.- Extracción y purificación de DNA. 
 
 El DNA se extrajo a partir de 36 mL de cultivo de la cepa de S. acidocaldarius 
MW268 y 72 mL de la cepa de S. acidocaldarius MW254. El precipitado de arqueas se 
suspendió en amortiguador TE (Tris-HCl 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8,0) conteniendo 5 
mg/mL de lisozima y se incubó a 37 ºC durante 30 minutos. Luego se agregó 100 µL de 
SDS 20% y proteinasa K (Invitrogen) (0,2 mg/mL) y se incubó a 37 ºC durante 1 hora. 
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La lisis celular se comprobó mediante clarificación de la suspensión celular. El DNA se 
extrajo dos veces con una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico 25:24:1, y el 
fenol residual con una mezcla de cloroformo:alcohol isoamílico 24:1. 
 
 El DNA contenido en la fase acuosa final se precipitó durante 1 hora a -20 ºC con 
0.1 volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5.2) y 0,7 volúmenes de isopropanol al 100% 
(Merck). El precipitado se centrifugó a 10.000 x g durante 30 minutos y se lavó con 
etanol al 70%, repitiendo la centrifugación, para luego desechar el etanol. El precipitado 
se secó durante 10 minutos a Tº ambiente. Finalmente, éste se suspendió en agua libre 
de nucleasas y se determinó la concentración de DNA por medición espectrofotométrica 
a 260 nm (NanoDrop2000, Thermo Scientific) y la contaminación con proteínas 
mediante la razón 260/280. La integridad del DNA se evaluó mediante electroforesis en 
gel de agarosa al 1% teñido con SYBR Green (Invitrogen) y amplificación mediante 
PCR convencional. 
 
3.2.- Extracción y purificación de RNA. 
 
 El RNA se extrajo a partir de 36 mL de cultivo planctónico de la cepa de S. 
acidocaldarius MW268 y 72 mL de la cepa de S. acidocaldarius MW254 y 60 mL de 
cultivo de biopelículas para ambas cepas. Se lavó en forma previa el precipitado de 
arqueas, una vez con medio Brock estéril y dos veces con agua ácida (pH 3.0). Se 
suspendió el precipitado en 1 mL de Trizol (Invitrogen) y se incubó a Tº ambiente por 5 
minutos. Luego se agregó 200 µL de cloroformo y se agitó por 15 segundos y se incubó 
de 2 a 3 minutos a Tº ambiente. La mezcla se centrifugó a 12.000 x g por 15 minutos a 
4 ºC para luego recuperar la fase acuosa. Se precipitó el RNA al agregar 500 µL de 
isopropanol al 100% (Merck) y se incubó a Tº ambiente por 10 minutos y se centrifugó a 
12.000 x g por 10 minutos a 4 ºC. Posteriormente se eliminó el sobrenadante y el 
precipitado de RNA se lavó con 1 mL de etanol al 70%, el que luego se vortexeó por 
unos segundos y se centrifugó a 7.5000 x g por 5 minutos a  4 ºC para luego desechar 
el etanol. El precipitado se secó de 5 a 10 minutos a Tº ambiente. Finalmente, este se 
suspendió en agua libre de nucleasas y se incubó a 60 ºC de 10 a 15 minutos. Se 
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determinó la integridad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido 
con SYBR Green (Invitrogen) y se cuantificó mediante espectrofotometría 
(NanoDrop2000, Thermo Scientific). 
 
 Se empleó DNAsa I (Thermo Scientific) para eliminar los restos de DNA 
genómico presentes en la muestra de RNA. Se tomó 1 µg de RNA y se le agregó 1 U 
de DNAsa I, 1 µL de amortiguador de reacción 10X más MgCl, 1 U de Ribolock (Thermo 
Scientific) y se llevó hasta un volumen final de 10 µL totales con agua libre de 
nucleasas. La preparación se incubó por 45 minutos a 37 ºC. Se inactivó la enzima con 
la adición de 1 µl de EDTA 50 mM y se incubó a 65 ºC por 10 minutos. Se determinó la 
integridad del RNA mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% teñido con SYBR 
Green (Invitrogen) y se cuantificó mediante espectrofotometría (NanoDrop2000, Thermo 
Scientific). Se determinó la eliminación del DNA genómico restante mediante PCR 
convencional. 
 
3.3.- Transcripción reversa. 
 
 Para cada una de las reacciones de transcripción reversa se utilizó 1 µg de RNA 
tratado con DNAsa I. La reacción se realizó agregando 1 µL de random primers y se 
llevó hasta un volumen final de 15 µL con agua libre de nucleasas. La mezcla se incubó 
a 70 ºC por 5 minutos y se llevó al frío inmediatamente terminada la incubación. 
Posteriormente se le agregó a la reacción 200 U de la enzima transcriptasa reversa M-
MLV (Promega), 25 U de Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor (Promega), 5 µL 
de amortiguador de reacción M-MLV 5X, 2 µL de dNTPs 10 mM y se llevó a un volumen 
final de 25 µL con agua libre de nucleasas. La reacción se incubó a 37 ºC por 1 hora. 
Se tomó 1 µL del cDNA generado para la reacción de PCR convencional. La 
transcripción se evaluó en función de la presencia de amplicones en geles de agarosa 
al 2% teñidos con SYBR Green (Invitrogen). 
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4. Reacción de amplificación de DNA por PCR. 
 
 La presencia de amplicones de genes de interés en las cepas de S. 
acidocaldarius se evaluó mediante PCR convencional. Para ello se utilizó 10 µg de DNA 
genómico, 1 U de Taq Polimerasa (Dream TaqDNA Polimesara, Fermentas), 1 µM de 
cada partidor, 0,2 mM de cada dNTP en un volumen final de 25 µL de 1X de 
amortiguador de PCR. La temperatura de alineamiento y el protocolo de amplificación 
se estableció de acuerdo al diseño de los partidores. En la Tabla Nº1 se muestran los 
partidores utilizados en esta Tesis. Los productos de amplificación obtenidos se 
resolvieron en geles de agarosa al 2%. 
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Tabla Nº1: Lista de partidores empleados en esta Tesis. 
 
 
5. Reacción de qRT-PCR. 
 
 Los niveles de expresión de genes en diversas condiciones de crecimiento se 
cuantificaron mediante PCR en tiempo real. Para ello se empleó cDNA sintetizado 
previamente (ver sección 3.3), el kit comercial KAPA SYBR® FAST qPCR, partidores 
específicos y el RotorGene Q Duplex (Qiagen). De manera previa, el cDNA empleado 
para la reacción se diluyó 1/10. Las reacciones se prepararon de la siguiente manera: 2 
µL de cDNA, 200 nM de partidores en un volumen final de 20 µL de amortiguador 1X 
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KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix. Los pasos de la reacción de PCR fueron las 
siguientes: activación enzimática por 10 minutos a 95 ºC, denaturación por 3 segundos 
a 95 ºC, alineamiento por 20 segundos a la Tm óptima de los partidores y extensión por 
1 segundo a 72 ºC durante 40 ciclos de reacción.  
 
6. Análisis bioinformáticos. 
 
6.1.- Búsqueda de homólogos de saci_1223 (Lrs14). 
 
 Se utilizó el gen saci_1223 de la arquea S. acidocaldarius DSM636 como 
secuencia de búsqueda de homólogos en diversos microorganismos. Se empleó el 
algoritmo BLASTp (Altschul et al., 1990) con su configuración predeterminada para 
realizar una búsqueda preliminar de posibles candidatos para posteriormente realizar 
búsquedas sucesivas empleando parámetros mas exigentes para obtención de 
homólogos. 
 
6.2.- Análisis de secuencias homólogas de saci_1223. 
 
 Se analizó tanto la conservación a nivel de secuencia de aminoácidos así como 
la predicción de la estructura secundaria de los homólogos recuperados mediante el 
punto 6.1. La secuencia de aminoácidos de los homólogos se analizó mediante 
algoritmos de alineamiento local como MAFFT (Katoh et al., 2002). La predicción de la 
estructura secundaría se realizó empleando la plataforma web Jpred4 (Drozdetskiy et 
al., 2015). Se editó el alineamiento obtenido mediante la plataforma local Jalview 
(Clamp et al., 2004). 
 
6.3.- Análisis filogenético de saci_1223. 
 
 Se realizó un análisis filogenético de los homólogos recuperados desde el punto 
6.1. Se empleó el programa local SeaView v.4 (Gouy et al., 2010) con su configuración 
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predeterminada para construir un árbol filogenético con los homólogos de saci_1223. El 
árbol obtenido se editó mediante el programa local FigTree v.1.4.2. 
 
6.4.- Análisis de contexto genómico en homólogos de saci_1223. 
 
 Los genes adyacentes a los homólogos de saci_1223 se analizaron mediante la 
utilización de herramientas in silico. Se emplearon bases de datos públicas como 
privadas para analizar la identidad así como asociación funcional de los genes 
adyacentes a los homólogos como RAST (Aziz et al., 2008) y JGI IMG (Markowitz et al., 
2012). Para representar el nivel de conservación así como prevalencia de un arreglo 
genómico en particular, se empleó el programa local FigTree v.1.4.2 para editar el árbol 
filogenético generado en el punto 6.3 en función de los parámetros antes mencionados. 
 
6.5.- Recuperación de regiones intergénicas.  
 
 Para realizar una búsqueda de motivos descritos así como emergentes, se 
emplearon las regiones intergénicas de un grupo de genes evaluados previamente en 
cepas silvestre y mutante del gen saci_1223 de S. acidocaldarius crecidos en diferentes 
condiciones de crecimiento así como aquellos genes que codifican para las proteínas 
rescatadas en el punto 6.1 y empleadas en el punto 6.3. Para el caso de los genes 
empleados a partir de análisis previos en S. acidocaldarius, se emplearon 152 genes 
que fueron organizados en 3 categorías basadas en análisis transcripcionales. Las 
regiones de interés se recuperaron mediante el programa Artemis (Rutherford et al., 
2000) para visualización del genoma y las coordenadas de búsquedas fueron obtenidas 
mediante la información disponible en la plataforma GENE de NCBI.  
 
6.6.- Búsqueda de motivos en regiones intergénicas. 
 
Se realizó una búsqueda preliminar de motivos desde las regiones intergénicas 
rescatadas mediante el punto 6.5 en los genes homólogos a saci_1223. La búsqueda 
se efectuó empleando diferentes asociaciones de búsqueda en función de la cercanía 
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filogenética a saci_1223. Los motivos fueron predichos mediante el programa web 
MEME suite (Bailey et al., 2009) y dichos resultados fueron evaluados mediante el 
programa TomTom (Bailey et al., 2009) que permite comparar los motivos obtenidos en 
MEME contra bases de datos de reguladores transcripcionales. 
 
La búsqueda de la caja TATA de arqueas se realizó empleando secuencias 
publicadas de dicho sitio en genomas de arqueas y utilizando el programa local Bowtie1 
(citar) que permite un mayor número de mismatches en secuencias cortas. Las 
coordenadas obtenidas de dicha búsqueda fueron comparadas con información 
disponible sobre la localización de este sitio para cada uno de los genes evaluados en 
experimentos de perfilamiento de la transcripción de genes en S. acidocaldarius durante 
la formación de biopelículas. 
 
Para el caso de potenciales sitios de unión de Lrs14 (saci_1223), se emplearon 
los motivos recuperados por MEME suite y evaluados por TomTom para realizar 
búsquedas en el genoma. La búsqueda de potenciales sitios de unión de Lrs14 en el 
genoma de S. acidocaldarius DSM639 se realizó empleando la plataforma web FIMO 
(Bailey et al., 2009) que permite mapear en genomas diferentes motivos empleando su 
nomenclatura IUPAC en el caso de que estos son sean consensos.  
 
Las secuencias obtenidas para la caja TATA así como el motivo del sitio de unión 
de Lrs14 fueron representados gráficamente utilizando el programa WebLogo (Crooks 
et al., 2004). 
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IV. RESULTADOS. 
 
1.- Caracterización bioinformática del regulador Lrs14 (codificado por saci_1223) 
en S. acidocaldarius DSM 639. 
 
1.1.- Identificación de ortólogos de saci_1223 en S. acidocaldarius DSM 639. 
 
 La secuencia aminoacídica del regulador Lrs14 codificada por saci_1223 se 
empleó como query  para la búsqueda de ortólogos de la familia en el genoma de S. 
acidocaldarius DSM 639. Se empleó para ello el algoritmo de búsqueda BlastP y 
parámetros por defecto. Esta búsqueda identificó otros 5 genes ortólogos de la familia 
Lrs14 en dicho organismo (Tabla Nº2). Los 6 ortólogos de S. acidocaldarius DSM 639 
codifican para proteínas de pequeño tamaño, que varían entre los 110 (saci_1242) 
hasta los 136 residuos aminoacídicos (saci_0133), siendo la proteína query codificada 
por saci_1223 de 123 residuos. Los 5 ortólogos de Lrs14 se encuentran en un rango de 
similitud relativo a Saci_1223 de entre un 34% y un 39% (Tabla Nº2), siendo el más 
cercanamente relacionado a la proteína query el producto del gen vecino a saci_1223, 
saci_1219.  
 
Tabla Nº2: Ortólogos de Lrs14 encontrados en el genoma de S. acidocaldarius 
DSM 639. 
Lrs14 Tamaño (Aminoácidos) Porcentaje de Similitud* 
saci_0102 126 37% 
saci_0133 136 34% 
saci_0446 116 36% 
saci_1219 127 39% 
saci_1223 123   
saci_1242 110 36% 
*: Relativo a saci_1223. 
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 Dada la baja similitud de secuencia global entre ortólogos de Lrs14 se 
caracterizó el conjunto de proteínas desde la perspectiva de su estructura secundaria. 
Para dicho propósito se empleó la plataforma web Jpred4 y la secuencia aminoacídica 
de los 6 ortólogos de Lrs14 de S. acidocaldarius DSM 639. Los resultados de este 
análisis predictivo indicaron que los 6 ortólogos de Lrs14, incluido saci_1223, poseen un 
arreglo rico en alfa hélices y pequeñas sábanas beta, similar al del ortólogo de Lrs de S. 
solfataricus caracterizado por Napoli et al. (1999) (Figura 4.b). El alineamiento de las 6 
proteínas reveló que la mayor conservación de secuencia se sitúa en las regiones de la 
proteína que potencialmente forman una alfa hélice (Figura 4.a).  
 
 
Figura 4. Análisis de conservación de ortólogos de Lrs14 en S. acidocaldarius 
DSM 639. A: Análisis de secuencia primaria de los 6 ortólogos de la proteína Lrs14 
mediante algoritmos de alineamiento local (MAFFT); edición del alineamiento realizado 
con Jalview. B: Predicción de estructura secundaria de ortólogos de Lrs14 realizada 
con base al alineamiento señalado en el esquema A de esta figura; análisis predictivo 
realizado con la función Jpred4. Rojo: Alfa hélice, Verde: Sabana beta.  
 
El análisis de conservación de motivos empleando la plataforma web SMART y la 
herramienta de comparación TomTom contra motivos conocidos depositados en las 
bases de datos públicas, indicó que las alfa helices conservadas identificadas con 
anterioridad en los 6 ortólogos de Lrs14 de S. acidocaldarius DSM 639 corresponden a 
un arreglo del tipo HTH alado (winged HTH). Dicho motivo corresponde a una variante 
del arreglo HTH presente en reguladores transcripcionales bacterianos y que media la 
unión de alta afinidad al surco menor del DNA. La pequeña sábana beta al inicio del 
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arreglo, por su parte aporta estabilidad a la unión lograda. De acuerdo a la comparación 
con las bases de datos de reguladores transcripcionales disponibles en TomTom (a 
través de la base de datos RegTranBase v.4), los motivos wHTH predichos para los 
ortólogos de Lrs14 son más similares a los presentados por los reguladores 
transcripcionales bacterianos de la familia DeoR. Sin embargo, los ortólogos de Lrs14 
se diferencian de esta familia de reguladores y entre sí, en la porción 3´ de la secuencia 
aminoacídica. 
 
1.2.- Identificación de ortólogos de saci_1223 en otros microorganismos. 
 
 Con el objetivo de comprender si este tipo de proteínas se encuentra altamente 
presente en el dominio Archaea, se realizó una búsqueda de ortólogos de Lrs14 en 
otras especies arqueales, empleando los 6 ortólogos de Lrs14 de S. acidocaldarius 
DSM 639 como query. A tal fin, se empleó el algoritmo de búsqueda BlastP y umbrales 
de corte o esperanza variables (e-value relajados = 1 o estrictos < 10-7).  Dicha 
búsqueda indicó la presencia Lrs14 en variadas especies de arqueas de los géneros 
Sulfolobus spp., Metallosphaera spp., Acidianus spp., Pyrococcus spp., Natronococcus 
spp. y Methanocaldococcus spp. De acuerdo a estos resultados, la familia de proteínas 
Lrs14 se encuentra ampliamente representada en  especies del orden Sulfolobal del filo 
mayor de las Crenarchaeotas, filo y orden en donde se encuentra S. acidocaldarius 
DSM 639. Dentro de los resultados obtenidos, se encontraron ortólogos en S. 
solfataricus P2 (6), S. islandicus L.S.2.15 (6), S. tokodaii str. 7 (9), Acidianus hospitalis 
W1 (7), Metallosphaera sedula DSM 5348 (5) y M. cuprina Ar-4 (4). Interesantemente, 
especies bacterianas con proteínas del tipo HTH bien caracterizadas como las 
proteínas Fur y Lrp de especies tales como E, coli, Salmonella enterica y P. aeruginosa 
no emergieron en las búsquedas ni siquiera con parámetros relajados de búsqueda, 
indicando que dichas proteínas, que si bien pueden conservar la estructura y 
arquitectura tipo HTH, a nivel de secuencias ha sucedido una alta divergencia que las 
haga, en este nivel, ser muy diferentes. 
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Al considerar este nuevo conjunto de ortólogos se encontró que los ortólogos de 
saci_1223 resultaron tener los menores niveles de similitud con respecto a este último, 
alcanzando porcentajes entre el 28% y un máximo de 41% de similitud, mientras que la 
similitud con otros ortólogos del conjunto alcanzó valores de hasta el 82% (Figura 5).  
 
 
Figura 5. Análisis de similitud entre ortólogos de Lrs14 presentes en diversos 
organismos del orden Sulfolobal. Análisis de similitud realizado entre los diversos 
ortólogos recuperados mediante algoritmos de alineamiento global en relación a los 
ortólogos encontrados en S. acidocaldarius DSM 639. Saci: S. acidocaldarius, SSO: S. 
solfataricus P2, ST: S. tokodaii str. 7, LS215: S. islandicus L.S.2.15, Ahos: A. hospitalis 
W1, Msed: M. sedula DSM 5348, Mcup: M. cuprina Ar-4. 
 
De este análisis se desprende que Saci_0102 es el más conservado de los 
ortólogos de Lrs14 en los Sulfolobales, mientras que Saci_1223 es el menos 
conservado.  
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1.3.- Análisis filogenético de la familia de reguladores transcripcionales Lrs14. 
 
 Empleando las secuencias proteicas obtenidas anteriormente se construyó un 
árbol filogenético, de modo de analizar la cercanía evolutiva que cada uno de los 
ortólogos posee en relación a los ortólogos de S. acidocaldarius DSM 639. Para la 
construcción de los arboles filogenéticos se utilizó el programa SeaView v.4 y el 
parámetro probabilístico de Máxima Verosimilitud (Maximum Likelihood). El análisis 
filogenético realizado fue empleando una cepa representativa de cada especie 
secuenciada del orden Sulfolobal (en este caso, las cepas tipo de S. acidocaldarius, S. 
tokodaii, S. solfataricus, S. islandicus, A. hospitalis, M. sedula y M. cuprina).  
 
El árbol obtenido indicó que todas las proteínas Lrs14 recuperadas agrupan en 2 
ramas mayores, que a su vez se encuentran divididas en 6 clados bien diferenciados 
(Figura 6), soportadas en la mayoría de los casos por altos valores de Bootstrapp. En 
particular se identificó un clado (Clado 1), que contiene a los ortólogos de Lrs14 de S. 
acidocaldarius DSM 639 saci_1219 y saci_1223, y que agrupa a un conjunto de 
proteínas altamente divergentes (similitud entre pares < 40%). Adicionalmente,  dentro 
de este clado, se observó que los saci_1219 y saci_1223 son altamente divergentes en 
comparación a los Lrs14  cercanos. El ortólogo mas cercano de saci_1223 es ST1043 
de S. tokodaii str. 7. 
 
Por otro lado, los 5 clados restantes agrupan en una misma rama del árbol y 
muestran poca divergencia a nivel de secuencia intraclado. Dentro de este grupo 
conservado, los ortólogos cercanos a saci_0102 aparecen como el clado más 
conservado de todos, alcanzando niveles de similitud superiores al 70%. A su vez, los 
clados que contienen a los ortólogos para saci_0102 y saci_0133 provienen de un 
mismo ancestro común y constituyen clados hermanos, situación que también se 
aprecia entre los clados que contienen a los ortólogos de saci_0446 y saci_1242.   
 
Adicionalmente, en un segundo análisis filogenético en el cual se integró como 
outgroup una proteína LrpA proveniente de Pyrococcus furiosus, otra especie 
	   32	  
crenarqueota no perteneciente al orden Sulfolobal, se observaron resultados similares 
(Anexo 2). 
 
 
Figura 6. Análisis filogenético de ortólogos de Lrs14 en especies del orden 
Sulfolobal. Árbol filogenético realizado empleando las secuencias de proteínas de cada 
uno de los ortólogos de Lrs14 recuperados en el punto 1.2. Análisis realizados 
empleando parámetros de defecto del programa SeaView v.4. Recuadro superior 
derecho indica las especies emergentes en este estudio.  
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 En relación al árbol de proteínas Lrs14 generado, se observó que en 5 de 6 
clados generados (Clados 1 a 3 y 5) se encuentra al menos un ortólogo Lrs14 por 
especie, con la sola excepción del clado 4 (ortólogos de saci_1242) en donde no se 
encontró un ortólogo de M. cuprina Ar-4. Por tratarse este último de un genoma 
completo, la ausencia de dicho ortólogo pudiera explicarse por perdida o ganancia del 
gen durante la diferenciación de estas especies. Por otro lado, un clado que apareció 
en los primeros análisis a estas ortólogos parece ser exclusivo de Metallosphaera y 
agrupa exclusivamente a los ortólogos Mcup_0768 y Msed_1438.  
  
1.4.- Análisis de conservación de secuencia y estructura secundaria de los 
reguladores de la familia Lrs14. 
 
 Sobre la base de las relaciones filogenéticas establecidas entre los ortólogos de 
saci_1223 y con el propósito de profundizar la caracterización de los reguladores de la 
familia Lrs14, se realizó un análisis de conservación de la estructura primaria y 
secundaria de las proteínas obtenidas durante este estudio. 
 
Los alineamientos a nivel de la estructura primaria y secundaria para todos los 
ortólogos de Lrs14 de los Sulfolobales se presenta en la Figura 6. Dicho alineamiento 
es consecuente con los resultados obtenidos para los ortólogos de S. acidocaldarius 
DSM 639 (Figura 7), refuerza la conservación general del motivo wHTH dentro de la 
familia de reguladores y hace evidente la variabilidad de motivos existentes a nivel de 
subfamilia.  
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Figura 7. Análisis de secuencia primaria de ortólogos de Lrs14 presentes en el 
orden Sulfolobal. Análisis de secuencia primaria de los ortólogos encontrados de la 
proteína Lrs14 mediante algoritmos de alineamiento local (MAFFT) en diferentes 
organismos; edición del alineamiento realizado con Jalview. 
 
Para analizar la conservación a nivel de estructura primaria entre los miembros 
de la familia Lrs14 se llevaron a cabo alineamientos de secuencia con diversos 
algoritmos de alineamiento local. El alineamiento generado por MAFFT y editado con el 
programa Jalview se presenta en la Figura 7. Del alineamiento realizado empleando a 
todas las proteínas de la familia Lrs14 se observa que en términos generales, el nivel 
global de similitud es bajo, encontrándose grupos de proteínas cuya similitud aumenta y 
que corresponden a los clados identificados en el análisis filogenético. En particular la 
conservación de los clados 2 y 3 que agrupan a los ortólogos de saci_0102 y 
saci_0133, es apreciablemente mayor (valores promedio de similitud para clado 1: 36%, 
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clado 2: 74%, clado 3: 65%, clado 4: 62% y clado 5: 59% ). Los residuos aminoacídicos 
más conservados, se encuentran en las porciones distales de las alfa hélices que 
conforman el motivo wHTH de estas proteínas, y son en todos los casos 3 residuos de 
Lisina (K) cargados positivamente. Otros residuos conservados en las alfa hélices 
predichas fueron de carácter aromático (Y), polar sin carga (S), polares (L, G), positivo 
(R) y negativo (D). La conservación de los residuos de Lisina en las posiciones 
mencionadas con anterioridad es una característica bien definida de las proteínas de la 
familia wHTH, y en donde las Lisinas estabilizan la unión de la proteína con el surco 
menor del DNA.  
 
1.5- Análisis de conservación del contexto genómico de los reguladores de la 
familia Lrs14. 
 
 Para inferir aspectos de la función de los ortólgos de saci_1223, se llevaron a 
cabo análisis de asociación funcional empleando herramientas de genómica 
comparativa. En primer lugar, se construyeron grupos de ortólogos en función de la 
partición inferida a partir de los análisis filogenéticos. Los análisis de conservación de 
contexto se realizaron empleando los genomas de cada una de las cepas tipo de las 
especies bajo estudio y recursos de genómica comparativa como RAST y/o JGI IMG. 
Paralelamente, se curó manualmente la anotación de los genes en el contexto 
inmediato de los ortólogos de Lrs14 de interés, empleando el visualizador y editor de 
genomas Artemis. La anotación fue contrastada contra la base de datos arCOG 
(Archaeal Clusters of Orthologous Genes, Makarova et al., 2007) que clasifica la 
información relativa a la función de las proteínas de arqueas en determinados procesos 
celulares relacionados a metabolismo, trafico celular, señalización, entre otros. Se 
analizó también la direccionalidad de los genes en cada segmento (regiones 
divergentes o colineares) y el espaciado intergénico para identificar operones 
potenciales y/o regiones de control transcripcional común. Los contextos genómicos 
recuperados se consideraron totalmente conservados si las regiones flanqueantes a los 
ortólogos de Lrs14 presentaban no solamente las mismas proteínas a través de las 
especies evaluadas, sino que también poseían la misma caracterización funcional 
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derivada de los datos de arCOGs, su configuración fuese la misma relativa al ortólogo 
de Lrs14 analizado, tuviera una longitud similar a nivel de regiones intergénicas y 
presencia o ausencia de una determinada proteína en comparación al contexto 
genómico señalado para los ortólogos de Lrs14 de S. acidocaldarius DSM 639. 
 
 El análisis de contexto genómico reveló 3 tipos de escenarios. El primero de 
estos implica a los clados 2 y 5, e involucra contextos totalmente conservados en las 
diversas especies analizadas (Figura 8). Este resultado es congruente con los 
resultados relativos a la conservación de secuencia primaria y de filogenía obtenidos 
para los ortólogos de saci_0102 y saci_0446.  
 
Figura 8. Análisis de conservación de contextos genómicos en grupos altamente 
conservados de ortólogos de Lrs14.  Curación de las regiones flanqueantes para los 
ortólogos de Lrs14 codificados por saci_0102 (panel A) y saci_0446 (panel B) 
empleando bases de datos de anotación funcional de cada uno de los genomas 
empleados. Colores indican categorías funcionales basadas en trabajos de 
caracterización arCOG (Makarova et al., 2007). 
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El segundo escenario se presentó en el caso de los clados 3 y 4 que agrupan a 
los ortólogos de saci_0133 y saci_1242, respectivamente, los cuales presentaron 
contextos parcialmente conservados (Figura 9 a y b). Una particularidad de algunos de 
los contextos génicos de los ortólogos de ambos clados es la coocurrencia de dos 
genes codificantes para reguladores Lrs14 en la misma región del genoma (Figura 10 
c).  
  
 
Figura 9. Análisis de conservación de contextos genómicos en grupos de 
ortólogos con variables grados de conservación. Curación de las regiones 
flanqueantes en clados que comprenden niveles variables de similitud de secuencia y 
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de anotación genómica. A: Contextos genómicos únicos en clado de ortólogos de 
saci_0133, B: Contextos genómicos únicos en clado de ortólogos de saci_1242, C: 
Contextos compartidos entre ortólogos de saci_0133 y saci_1242. Flecha gris indica la 
correspondencia de un arreglo con un ortólogo de Lrs14 en particular. Colores indican 
categorías funcionales basadas en trabajos de caracterización arCOG (Makarova et al., 
2007). 
 
Finalmente, un tercer escenario que implica al clado 1, donde se encuentran los 
ortólogos para saci_1219 y saci_1223, involucra contextos genómicos diferentes 
(Figura 10), mostrando una alta variedad de contextos genómicos en comparación a las 
situaciones anteriormente descritas.  
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Figura 10. Análisis de conservación de contextos genómicos en grupos de 
ortólogos con baja conservación. Curación de las regiones flanqueantes para cada 
uno de los ortólogos de las proteínas Lrs14 saci_1219  y saci_1223. Cada arreglo es 
correspondiente a uno de los ortólogos señalados para dicho clado. Flecha gris indica la 
correspondencia de un arreglo con un ortólogo de Lrs14 en particular. Colores indican 
categorías funcionales basadas en trabajos de caracterización arCOG (Makarova et al., 
2007). 
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Cada uno de los contextos genómicos fue analizado en mayor detalle. Los 
ortólogos de Lrs14 saci_0102 y saci_0446, así como las correspondientes proteínas 
Lrs14 presentes en sus respectivos clados (Figura 8), poseen contextos genómicos 
altamente conservados tanto en composición génica como secuencia (Figura 7). En el 
caso del grupo de ortólogos para saci_0102, los genes flanqueantes en su gran 
mayoría están organizados en potenciales operones, y agrupan genes asociados a 
diversas aristas del metabolismo celular. En particular, río arriba de saci_0102, a unos 
pocos marcos de lectura de distancia, se encuentra el operon doxBCE codificante para 
la oxidasa terminal DoxBCE  y río abajo de este un posible operón implicado en la 
biosíntesis de molibdopterina, el cual sirve como un cofactor o grupo prostético para 
enzimas del tipo oxidoreductasas. Sin embrago, no existe ligamiento genético entre 
saci_0102 y estos genes. Por el contrario,  inmediatamente río arriba y de forma 
divergente a saci_0102 se encuentra un gen que codifica para una proteína anotada 
como hipotética conservada de función desconocida. Análisis de similitud de secuencia 
para esta proteína hipotética con un umbral de corte relajado identificaron una baja 
similitud con la antitoxina MazE del sistema toxina-antitoxina MazEF, involucrado en la 
limitación del crecimiento microbiano bajo condiciones de estrés nutricional.  
  
 Los ortólogos de Lrs14 saci_0133 y saci_1242 comprendieron una situación en la 
cual se encontraron tanto arreglos genómicos únicos por clado así como arreglos 
genómicos conservados entre los 2 clados que contienen a dichos ortólogos. El 
ortólogo Ahos_1965 resultó tener un arreglo único formado mayoritariamente por genes 
codificantes para proteínas sin función descrita y 3 genes con funciones hipotéticas 
potencialmente vinculadas al proceso de transcripción y metabolismo energético. En el 
mismo grupo, el ortólogo saci_0133 compartió una mínima similitud con el arreglo 
genómico de ST1867, teniendo como genes comunes entre ambos ortólogos a genes 
cuyos productos de síntesis se encuentran relacionados a funciones de metabolismo 
energético y metabolismo de coenzimas. Ambos ortólogos coocurren con un gen 
codificante para una proteína hipotética 90% similar entre S. acidocaldarius y S. tokodai  
En el caso del clado para ortólogos de saci_1242, se observó una situación similar a lo 
encontrado para los arreglos del clado de ortólogos de saci_0133, es decir, un arreglo 
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único en un ortólogo específico y un arreglo que mostró una conservación incompleta 
entre varios ortólogos. En el caso del ortólogo Ahos_0310, sus regiones flanqueantes 
inmediatas corresponden a genes cuyas proteínas están relacionadas a procesos de 
metabolismo de lípidos y procesos de conversión y producción de energía, situación 
que fue recurrente de encontrar en la gran mayoría de los ortólogos de Lrs14. En el 
caso de los demás ortólogos del clado, el contexto genómico no aporta indicios de 
asociación funcional que permitan vincular a estos reguladores con procesos celulares 
puntuales. 
 
Finalmente, en el caso del clado 1 o clado variable, que agrupa a saci_1223 
entre otros ortólogos de Lrs14 altamente divergente, los contextos genómicos 
resultaron estar dominados por genes codificantes para proteínas hipotéticas 
acompañados por una variedad de genes codificantes para distintas funciones del 
metabolismo celular. Al igual que en el grupo anterior, las proteínas hipotéticas, luego 
de una curación manual de los datos, permanecieron sin funciones asociadas. Un 
aspecto interesante de este clado, es que existen 2 parejas de ortólogos que coocurren 
en la misma región génica y que podrían corresponder a duplicaciones relativamente 
recientes de los ortólogos implicados. Este es el caso de saci_1219 y saci_1223 y 
Ahos_1932 y Ahos_1933. 
 
1.6.- Análisis filogenómico de los reguladores de la familia Lrs14. 
 
 Para comprender la historia evolutiva de la familia de reguladores Lrs14 y en 
particular del ortólogo saci_1223, se llevo a cabo el análisis de las relaciones evolutivas 
de los taxones que codifican para dichos reguladores a escala genómica. En primer 
lugar, se calculó la identidad nucleótidica promedio o ANI entre todos los pares de 
genomas bajo estudio (Anexo 3) y la divergencia entre todos los pares de genomas 
(Figura 11). Según estos análisis, S. acidocaldarius se encuentra emparentado a los 
demás Sulfolobales en orden decreciente, según: S. tokodaii, S. islandicus, S. 
solfataricus, Acidianus spp. y Metallosphaera spp. Los valores de ANIb indican que S. 
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acidocaldarius se diferencia de otras especies del género Sulfolobus spp. al alcanzar 
niveles de divergencia mayores al 30% (Figura 11). 
 
 
Figura 11. Divergencia inferida entre distintos representantes del orden 
Sulfolobal. Esquema que muestra los niveles de divergencia a nivel de genoma 
completo derivado de los resultados calculados por ANIb. Saci: S. acidocaldarius, SSO: 
S. solfataricus , ST: S. tokodaii, Sis: S. islandicus, Ahos: A. hospitalis, Msed: M. sedula. 
 
Por otro lado, este análisis reveló cierta variabilidad entre las cepas 
secuenciadas de S. acidocaldarius, observándose valores de ANIb inferiores al umbral 
especifico en el caso de las cepas NG05B_COG_11 y SUSAZ.  
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2.- Predicción de sitios de unión a reguladores de la familia Lrs14. 
 
2.1.- Identificación de promotores arqueales en S. acidocaldarius DSM 639. 
 
 Para identificar las regiones promotoras de los genes blanco de regulación por 
proteínas de la familia Lrs14 se implementó una estrategia de búsqueda de cajas TATA 
y BRE (B Recognition Element), propias de los promotores del tipo arqueal. Estudios 
realizados en una amplia gama de arqueas han revelado que dichos organismos 
requieren de al menos estos 2 sitios clave para el reclutamiento de la RNA Polimerasa 
de arqueas. La caja TATA arqueal corresponde a unos 6 a 8 nucleótidos y se encuentra 
típicamente 35 pb río arriba del sitio de inicio de la transcripción, aunque se han 
reportado genes arqueales en los cuales la caja TATA se encuentra hasta 60 pb río 
arriba de esta posición (Qureshi y Jackson, 1998). La caja BRE, por su parte, 
comprende unos 6 a 8 nucleótidos y se encuentra adyacente a la caja TATA. El nivel de 
conservación de ambos sitios, tanto intra- como inter- específicamente presenta alta 
variabilidad (Peng et al., 2011), por lo que su predicción bioinformática es un desafío. 
 
 La búsqueda de ambos sitios en el genoma de S. acidocaldarius DSM 639 se 
llevó a cabo con el programa Bowtie1 y motivos TATA y BRE descritos con anterioridad 
en Sulfolobales (Ouhammouch, 2004). El programa Bowtie1 fue usado en esta tesis 
debido a que permite localizar motivos menores a 20 pb de longitud, permitiendo hasta 
3 mismatches dentro de la secuencia blanco. La búsqueda realizada entregó más de 
4.000 posiciones posibles de cajas TATA y ningún sitio BRE; dichos sitios fueron 
mapeados en el genoma de S. acidocaldarius DSM 639 y filtrados sobre la base de su 
ubicación relativa al codón de inicio de la traducción. Del análisis realizado, la caja 
TATA pudo ser localizada en las regiones promotoras para los 6 parálogos de Lrs14 
descritos tanto en trabajos publicados (Orell et al., 2013b) así como en el desarrollo de 
esta tesis. Dichas cajas se encontraron entre los 27 a 40 pb río arriba desde el codón 
de inicio de la traducción de arqueas, de 6 nucleótidos de longitud y similar a la caja 
TATA descrita en organismos eucariontes pero variable entre estas mismas en términos 
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de su secuencia (Figura 12). En el caso de la búsqueda de cajas BRE, se realizó 
también mediante la plataforma web FIMO, la cual permite encontrar motivos de 
secuencia altamente variables a través de un perfil de búsqueda en formato IUPAC. 
Esta herramienta predijo más de 1000 sitios probables. Sin embargo, las coordenadas 
de los sitios candidatos se encontraron frecuentemente distanciadas (a cientos de pb) 
de las cajas TATA predichas, arrojando dudas acerca de la veracidad de las 
predicciones (Anexo 4). 
 
 
Figura 12. Posiciones relativas de la caja TATA en el genoma de S. acidocaldarius 
DSM 639. Predicción y localización de las cajas TATA en posiciones río arriba de los 
genes ortólogos para las proteínas Lrs14 presentes en S. acidocaldarius DSM 639. 
Rojo: Indica cajas TATA predichas en genes señalados. Azul: distancia río arriba de 
cajas TATA predichas para los genes señalados. 
 
2.2.- Búsqueda de sitios de unión a Lrs14 en S. acidocaldarius DSM 639. 
 
 Para identificar los sitios de unión de saci_1223 en el genoma de S. 
acidocaldarius DSM 639 se emplearon diversas estrategias. En primer lugar, y en virtud 
de antecedentes que apoyan la autoregulación de ortólogos del gen lrs14 en los 
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Sulfolobales (Napoli et al., 1999; Orell et al., no publicado), se analizó la región 
promotora de los ortólogos de saci_1223 del clado 1 (Figura 6). En ausencia de un 
motivo consenso para dirigir la búsqueda, se empleó el programa MEME Suite con 
parámetros discretos de búsqueda. Las coordenadas de búsqueda se definieron entre 
el sitio de inicio de la traducción, hasta 400 pb río arriba de éste, en virtud de 
experimentos de unión de saci_1223  a su propia región promotora que emplearon este 
rango de secuencia. Dicha región fue tomada para los ortólogos más cercanos a 
saci_1223 que emergieron del análisis filogenético previo. De la búsqueda realizada 
con MEME Suite sobre las regiones mencionadas emergieron 3 motivos probables de 
unión de Lrs14 al DNA; los motivos encontrados con MEME Suite poseen un valor de 
esperanza o e-value (Expectation Value) que indica que tan confiable es la predicción 
realizada, donde dicho valor mínimo es 10-5 y se considera más robusto el resultado si 
el e-value es menor al valor señalado. En el caso de los 3 motivos que emergieron 
empleando a los ortólogos inmediatos de saci_1223, solo uno de estos obtuvo un e-
value de 10-7 indicando un resultado confiable para dicho motivo. Adicionalmente, 
experimentos de unión de Lrs14 a DNA realizados en S. solfataricus P2 (Napoli et al., 
1999), describen un sitio de unión de 16 núcleotidos de longitud, de secuencia variable 
y rico en A+T; de los 3 motivos recuperados por MEME Suite, solamente el motivo que 
obtuvo un e-value confiable mostró tener características similares al hallado y descrito 
en S. solfataricus P2, al ser éste un sitio de 20 nucleótidos de longitud, rico en A+T, con 
una alta conservación en secuencia y en posición relativa al inicio de la traducción en 
los organismos analizados (Figura 13). 
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Figura 13. Predicción de Lrs14 Binding Site en homólogos de saci_1223. 
Búsqueda de potenciales sitios de unión de Lrs14 a DNA en genomas de especies 
cercanas a Sulfolobus acidocaldarius DSM639. Análisis realizado mediante programa 
MEME empleando criterios de búsqueda discretos. Esquema gráfico del motivo 
resultante fue realizado con WebLogo. 
 
 Las secuencias obtenidas (ver figura 13) fueron utilizadas en una búsqueda 
global de cajas en el genoma de S. acidocaldarius DSM 639. Nuevamente, se utilizó la 
plataforma FIMO para realizar la búsqueda y  el equivalente del motivo encontrado en 
MEM en formato IUPAC. La secuencia empleada fue: GBDDVHDRWMDRTHYKTRAB, 
siendo B: C, G o T; D: A, G o T; V: A, C o G; H: A, C o T; R: A o G; W: A o T; M: A o C; 
Y: C o T; K: G o T. La plataforma FIMO escanea el motivo blanco y calcula la 
probabilidad de encontrar una secuencia de interés al azar dentro de un grupo de datos 
o un genoma completo con base en el motivo utilizado. Los motivos hallados que 
alcanzan un p-value (Probability Value) menor al límite definido son tabulados junto a 
las coordenadas genómicas. La búsqueda de motivos de unión para Lrs14 en el 
genoma de S. acidocaldarius DSM 639 se realizó modificando el p-value desde criterios 
relajados (0.1) hasta criterios exigentes (10-7) de búsqueda, escogiéndose en el análisis 
definitivo un p-value < 10-4. Ello debido a que con este valor los motivos recuperados se 
encontraron más similares a la secuencia inicial empleada en la búsqueda. De la 
búsqueda con FIMO empleando el perfil IUPAC de los ortólogos de Lrs14 se 
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recuperaron 533 posibles motivos dentro del genoma de S. acidocaldarius DSM 639, 
todos con sus respectivas posiciones dentro de dicho genoma. Los motivos recuperdos 
fueron filtrados empleando información de experimentos de la actividad transcripcional 
de S. acidocaldarius durante la formación de biopelículas en presencia o ausencia del 
ortólogo de Lrs14 codificado por saci_1223. Según estos datos 152 genes del genoma 
de S. acidocaldarius se vieron reprimidos en presencia de una mutación del ortólogo 
antes mencionado (Orell et al., no publicado). Un total de 59 sitios predichos cumplieron 
la exigencia de filtrado. Treinta de estos 59 sitios predichos, mapearon dentro de una 
región de 400 pb río arriba del sitio de inicio de la traducción de los genes blanco 
respectivos, siendo 15 de éstos cercanos a la caja TATA predicha en este estudio en 
una distancia de 20 nucleótidos respecto de esta última.  Los restantes motivos se 
encontraron en distancias variables, pero en todos los casos fuera de una potencial 
región promotora.  
 
 Estudios previos sobre las proteínas del tipo wHTH han revelado que en lo 
relativo a su función como reguladores transcripcionales, estas pueden funcionar como 
activadores y/o represores de la expresión transcripcional. El análisis de la posición 
relativa de los motivos de unión a Lrs14 predichos, respecto de los promotores 
predichos para los genes blanco de interés derivados del estudio transcripcional antes 
mencionado soporta ambas configuraciones. Dentro de los resultados obtenidos, en 
algunos genes cuya expresión diferencial fue evaluada en este trabajo de tesis fue 
posible predecir tanto la caja TATA como el sitio de unión de Lrs14 (saci_1223) en las 
configuraciones ya mencionadas (Tabla Nº3). La totalidad de genes en los que fue 
posible predecir los sitios mencionados se describen en el Tabla S2. 
 
Curiosamente, los genes codificantes para el complejo DoxBCE que emergen como el 
blanco principal de la regulación por Saci_1223 según los resultados de estudios 
transcripcionales, presentan el motivo predicho de unión a Lrs14 en la región promotora 
del operón. Sin embargo, se identificaron motivos predichos mucho más alejados del 
sitio de inicio de la traducción en arqueas así como de la caja TATA. Estos resultados 
sugieren que Saci_1223 pudiera estar actuando sobre dichos genes de forma indirecta, 
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a través de un segundo regulador o bien sea como parte de un circuito regulatorio más 
complejo.  
 
Tabla Nº3: Localización predicha para caja TATA y sitio de unión de Lrs14 en 
genes expresados diferencialmente en S. acidocaldarius Δsaci1223. (*): genoma 
de referencia S. acidocaldarius DSM 639, (**): saci_1223, (***): región de 400 pb río 
arriba del sitio de inicio de la traducción, Y: presencia, N: no determinado. 
 
 
3.- Identificación de genes candidatos, blanco de saci_1223 mediante análisis 
transcripcional.  
 
3.1.- Expresión de saci_1223 en diferentes condiciones de crecimiento. 
 
 Se ha reportado que los niveles de los transcritos de los genes que codifican 
para proteínas tipo Lrs14 aumentan tanto en estados tardíos de la fase logarítmica del 
crecimiento microbiano (Napoli et al., 1999) como durante la formación de biopelículas 
(Orell et al., 2013). Para corroborar dichas observaciones en relación a la expresión del 
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gen saci_1223, se realizó un análisis de su expresión tanto en condiciones de cultivo en 
suspensión (planctónico) como en adhesión a superficies (biopelículas). Para ello, 
primero se determinó el perfil de crecimiento microbiano en ambas condiciones de 
cultivo: Cultivos en suspensión o planctónico y en biopelículas. Así mediante curvas de 
crecimiento, de las cepas silvestre (MW268) y la cepa mutante Δsaci_1223. Se 
seleccionó la fase exponencial tardía del crecimiento para la determinación de la 
expresión diferencial de genes en los experimentos que se describen a continuación 
(Figura 14). 
 
Primero, se realizó el análisis de la expresión diferencial de saci_1223 mediante 
qRT-PCR empleando muestras de cDNA sintetizadas a partir de RNA extraído de 
células de ambas cepas desde cultivos en suspensión o desde biopelículas, como se 
describe en la sección de materiales y métodos. Se determinó que los niveles de los 
transcritos del gen saci_1223 aumentaron 512 veces aprox. cuando el organismo se 
creció formando biopelículas, esto con respecto al gen “housekeeping” secY, por el 
contrario la expresión de saci_1223  se reprimió 512 veces aprox. durante el 
crecimiento planctónico (Figura 15). Este hallazgo sugiere que la función de la proteína 
Lrs14 codificada por saci_1223 depende el estilo de vida adoptado por  S. 
acidocaldarius.  El aumento de la expresión de saci_1223 durante el crecimiento en 
biopelículas sugeriría su relevancia en dicha condición de cultivo.  
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Figura 14. Cinética de crecimiento de cepas de S acidocaldarius. Crecimiento en 
agitación de la cepa silvestre (MW268) de S. acidocaldarius y la cepa Δsaci1223 
(MW254). El crecimiento se siguió midiendo la densidad óptica a 600 nm (DO600). Cada 
medición representa el promedio de 3 replicados biológicos. A: Crecimiento 
planctónico, B: Formación de biopelículas. La medición de la densidad óptica de 
cultivos en formación de biopelículas se realizó mediante espectrofotometría, 
empleando 1 ml del cultivo en suspensión presente en las placas de cultivo (ver sección 
2.1 de Materiales y Métodos) y medio Brock estéril como solución blanco para 
medición. 
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Figura 15. Expresión del gen saci_1223 de S. acidocaldarius MW268 de células 
durante la formación de biopelículas contra población planctónica. Los análisis de 
qRT-PCR fueron realizados empleando partidores específicos para saci_1223. Los 
niveles de expresión transcripcional relativos fueron normalizados empleando el gen 
secY. Los valores reflejan las veces de cambio en la expresión génica comparando 
cDNA preparado desde población adherida contra población planctónica y viceversa. 
Se muestran los promedios y desviaciones estándar de 3 replicados biológicos. 
 
3.2.- Expresión transcripcional de genes asociados a metabolismo en S. 
acidocaldarius. 
 
 Experimentos de microarreglos de DNA, previamente realizados en nuestro 
laboratorio, permitieron caracterizar el impacto de la expresión global de genes de la 
mutante nula del gen saci_1223 (Orell et al., resultados no publicados). Este estudio de 
expresión diferencial mostró que durante la formación de biopelículas de la cepa S. 
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acidocaldarius Δsaci1223, 40% de los cambios transcripcionales correspondieron a 
genes asociados a procesos metabólicos de obtención y/o conversión de energía. Esta 
observación permitió plantear la hipótesis de que el regulador transcripcional Lrs14 
(saci_1223) estaría involucrado en el control transcripcional de los genes de esta 
categoría funcional. Para evaluar este efecto, se midieron los niveles de los transcritos 
de un grupo de genes relacionados a procesos celulares de obtención/conversión de 
energía, mediante qRT-PCR. Este sub-set de genes se seleccionó de manera de 
ensayar diversos aspectos del metabolismo de las arqueas para evaluar el real impacto 
del genotipo Δsaci1223 sobre el metabolismo energético de S. acidocaldarius. Los 
genes evaluados en este trabajo se enlistan en la tabla Nº4. 
 
Tabla Nº4: Genes seleccionados para la evaluación de su patrón transcripciónal 
durante la formación de biopelículas de S. acidocaldarius silvestre y Δsaci1223. 
 
Gen Proteína Función 
saci0097 DoxB Transferencia de Electrones 
saci0098 DoxC Transferencia de Electrones 
saci0099 DoxE Transferencia de Electrones 
saci0291 Subunidad α de Flavoproteína (FAD) Transferencia de Electrones 
saci0292 Oxidoreductasa dependiente de FAD Transferencia de Electrones 
saci0293 Ferrodoxina 4Fe-2S Transferencia de Electrones 
saci0299 Oxidasa unida a FAD Biosíntesis de Metabolitos Secundarios 
saci0327 Predicción de subunidad de Heterodisufato Reductasa Metabolismo Energético 
saci0328 Heterodisulfato Reductasa A Metabolismo Energético 
saci0329 Heterodisulfato Reductasa B Metabolismo Energético 
saci1742 Aldehido Oxidasa Metabolismo Energético 
saci1747 Subunidad SoxE de Quinol oxidasa 2 Transferencia de Electrones 
saci1938 Aldehido Deshidrogenasa Transferencia de Electrones 
saci2273 Glicerol-3-fosfato dehidrogenasa Transferencia de Electrones 
saci2339 Subunidad L - NADH-Deshidrogenasa Transferencia de Electrones 
saci2344 Subunidad D - NADH-Deshidrogenasa Transferencia de Electrones 
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 De esta forma se determinó la expresión diferencial de la cepa mutante de 
deleción S. acidocaldarius Δsaci1223 en comparación con la cepa silvestre, para cada 
condición de cultivo: crecimiento en suspensión (planctónico) y en biopelículas. Se 
determinó como expresión diferencial genética significativa cuando el cambio fue ≥ 2 
veces en comparación con la cepa silvestre (cepa silvestre v/s cepa Δsaci1223). Los 
resultados de qRT-PCR para cada uno de los genes evaluados reveló 4 distintos 
escenarios en relación a su expresión diferencial (Figura 17). El primero de estos 
escenarios implicó que algunos genes se vieron reprimidos en ambas condiciones de 
crecimiento (DoxB, DoxC, DoxE, aldehído deshidrogenasa y la subunidad D de 
NADH:Deshidrogenasa). El segundo escenario implicó genes cuya expresión 
transcripcional se vió inducida en formación de biopelículas pero no así en cultivos 
planctónicos (subunidad α de flavoproteína (FAD), oxidoreductasa dependiente de FAD, 
ferrodoxina 4Fe-2S, predicción de subunidad de heterodisufato reductasa, 
heterodisulfato reductasa B, subunidad SoxE de quinol oxidasa 2 y glicerol-3-fosfato 
dehidrogenasa), en un tercer escenario se encontró una situación inversa a la primera 
situación, es decir, se observó una inducción tanto en cultivos planctónicos como en 
biopelículas (oxidasa unida a FAD y heterodisulfato reductasa A). Finalmente, un cuarto 
escenario implicó la situación inversa al segundo escenario, es decir, inducción en 
cultivos planctónicos y represión en biopelícula con un genotipo Δsaci1223 (aldehído 
oxidasa) (Figura 16).  
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Figura 16. Efecto de la mutación de saci_1223 sobre genes asociados al metabolismo energético S. 
acidocaldarius durante crecimiento planctónico y la formación de biopelículas. Análisis de la expresión 
diferencial de la cepa S. acidocaldarius Δsaci_1223 versus la cepa silvestre. Se realizaron experimentos de qRT-PCR 
empleando partidores específicos para cada uno de los genes evaluados. Los niveles de expresión transcripcional 
relativas fueron normalizados empleando el gen secY. Los valores reflejan las veces de cambio en la expresión génica 
comparando cDNA preparado desde población mutante contra población silvestre para crecimiento planctónico y de 
formación de biopelículas. Los promedios y desviaciones estándar de 3 replicados biológicos son mostrados
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De esta forma, el análisis reveló que en ausencia del gen saci_1223 (cepa S. 
acidocaldarius Δsaci1223), los genes responsables de la síntesis del complejo DoxBCE 
(DoxB, DoxC y DoxE) disminuyeron su expresión tanto en crecimiento planctónico (4 
veces aprox., 4 veces aprox., 2 veces aprox. respectivamente) como en biopelículas 
(128 veces, 8 veces aprox., 2 veces aprox. respectivamente). Este complejo proteico 
corresponde a una terminal oxidasa de la cadena transportadora de electrones 
altamente conservada en creanarqueas. Otros componentes de la cadena 
transportadora de electrones como la subunidad SoxE (saci_1742) de la oxidasa 
terminal SoxEFGHM y las subunidades L y D del complejo NADH:Dehidrogenasa 
(saci_2337 y saci_2344 respectivamente) no presentaron variaciones significativas a 
nivel transcripcional. Otros genes asociados al metabolismo de lípidos (saci_2273), 
transferencia de electrones (saci_0291, saci_0292 y saci_0293), biosíntesis de 
metabolitos secundarios (saci_0299), glucolisis/gluconeogénesis (saci_1938) y 
metabolismo (saci_1747) no presentaron diferencias significativas en su expresión 
diferencial en crecimiento en biopéliculas. 
 
 Del grupo de genes evaluados, solamente 3 mostraron una alta inducción 
transcripcional de aproximadamente 16 veces en comparación a una situación basal, 
durante la formación de biopelículas de la cepa S. acidocaldarius Δsaci1223, los que 
corresponden a los genes saci_0327, saci_0328 y saci_0329. Estos genes constituyen 
un operón que codifica para un complejo heterodisulfato reductasa. Se ha descrito que 
este complejo es utilizado para la obtención de electrones desde fuentes inorgánicas en 
metanoarqueas. 
 
 Tomando los resultados obtenidos, se puede inferir que la proteína Lrs14 
codificada por saci_1223 influiría en la formación y crecimiento de biopelículas en S. 
acidocaldarius, de una manera acotada controlando directamente o indirectamente la 
expresión de genes asociados a procesos celulares de obtención y producción. Entre 
ellos, el efecto más notable correspondería al control de la expresión de los 
componentes el complejo DoxBCE. Interesantemente, un complejo heterodisulfato 
reductasa se encontró inducido en una cepa de S. acidocaldarius Δsaci1223, lo que 
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podría indicar que en presencia de una deficiencia en la expresión del complejo 
DoxBCE, S. acidocaldarius pudiera emplear un método alternativo que permita la 
obtención de electrones requeridos para la síntesis de ATP; estudios sobre la función 
del complejo transmembrana heterodisulfato reductasa han descrito que este último 
trabaja de forma óptima en condiciones cercanas a la anaerobiosis (una condición 
existente en las capas internas de las biopelículas) al generar la reducción de 
compuestos inorgánicos como SO4- (Schafer et al., 1999), compuesto que se encuentra 
presente en el ambiente en el que prospera S. acidocaldarius DSM 639 (Brock et al., 
1972). Aunque el sistema ha sido descrito en metanoarqueas, algunas especies de 
hipertermofílos como Archaeoglobis fulgidis emplean este mecanismo como una vía 
alternativa para mantener el transporte de electrones durante el metabolismo energético 
al actuar como un citocromo c oxidasa y mantener operativa la síntesis de ATP, función 
que realiza el complejo DoxBCE al tratarse también de un citocromo c oxidasa 
(Hedderich et al., 2005; Hocking et al., 2014). Sin embargo, más experimentos deberán 
ser realizados para confirmar relaciones directas o indirectas de Saci_1223 sobre la 
expresión transcripcional de los genes evaluados. 
 
4.- Integración de resultados. 
 
 Mediante los resultados obtenidos de esta trabajo, 2 características interesantes 
pueden dar una pista de como saci_1223 actúa dentro del genoma de S. 
acidocaldarius. En primer lugar, a partir de los resultados obtenidos mediante la 
predicción de un sitio de unión a DNA para Lrs14, indican que dicha proteína podría 
estar autoregulando su expresión en determinadas condiciones ambientales o de 
crecimiento. En el caso particular de la formación de biopelículas, y de acuerdo a 
nuestros hallazgos bioinformáticos esto puede extenderse a 533 genes blancos, los 
cuales presentan dicha secuencia regulatoria putativa. Esta información relacionada 
con los análisis transcripcionales realizados en la cepa de S. acidocaldarius Δsaci1223 
durante la formación de biopelículas reveló que de los 152 genes que en dicho análisis 
se observaron diferencialmente expresados, 59 presentan dicha secuencia regulatoria y 
por lo tanto pudieran encontrarse regulados en algún nivel por la proteína Lrs14 
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codificada por saci_1223. Considerando las posiciones predichas para estos sitios, 30 
de estos genes presentan la secuencia regulatoria próxima a la caja TATA, lo que 
sugiere de este grupo de genes podrían encontrarse regulados de forma directa por 
Saci_1223.  
 
Al cruzar los datos obtenidos mediante la predicción realizada en el grupo de 
genes evaluados mediante qRT-PCR, se observó que 10 de los 16 genes candidatos 
poseían el sitio predicho de unión de saci_1223 a DNA (DoxB, DoxC, DoxE, subunidad 
α de flavoproteína (FAD), oxidoreductasa dependiente de FAD, ferrodoxina 4Fe-2S, 
oxidasa unida a FAD, predicción de subunidad de heterodisufato reductasa, 
heterodisulfato reductasa A y heterodisulfato reductasa B) y dentro de este grupo, 7 
obtuvieron sitios predichos dentro de la región de búsqueda establecida (DoxB, DoxC, 
DoxE, subunidad α de flavoproteína (FAD), oxidoreductasa dependiente de FAD, 
ferrodoxina 4Fe-2S, oxidasa unida a FAD). Los 3 restantes presentan muestran el sitio 
predicho fuera del rango de búsqueda (predicción de subunidad de heterodisufato 
reductasa, heterodisulfato reductasa A y heterodisulfato reductasa B). 
Interesantemente, estos grupos de genes presentan una estructura de operon en el 
genoma de  S. acidocaldarius. De lo anteriormente señalado, solo 2 operones de este 
grupo se encontraron reprimidos o inducidos en la cepa S. acidocaldarius Δsaci1223, el 
complejo DoxBCE (saci_0097, saci_0098 y saci_0099) y complejo heterodisulfato 
reductasa (saci_0327, saci_0328 y saci_0329) respectivamente. Tomando en 
consideración la naturaleza dual como regulador transcripcional que poseen las 
proteínas pertenecientes a la familia wHTH, es decir que pueden funcionar como 
activadores y/o represores transcripcionales, un escenario posible que involucre 
específicamente a estos 2 operones sería que saci_1223 actúa regulando 
positivamente la expresión transcripcional de los genes asociados a la síntesis del 
complejo DoxBCE, debido a su cercanía casi inmediata con la caja TATA de arqueas y 
en el caso del complejo heterodisulfato reductasa, cuyo sitio predicho se encontró a 
casi 700 pb río arriba de su codón de inicio de la traducción, Saci_1223 pudiera actuar 
como un represor de este operón puesto que se ha descrito que las proteínas Lrs14 
	   58	  
tienen la capacidad de modular la forma de la doble hebra de DNA (Ouhammouch et 
al., 2005).  
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V. DISCUSION. 
 
 En este trabajo de tesis se evaluó el papel de la proteína Lrs14 codificada por el 
gen saci_1223 en la formación de biopelículas en la arquea termoacidófila S. 
acidocaldarius.  Así, se describieron los probables blancos de regulación que se 
encontrarían controlados por esta proteína y se predijeron los potenciales sitios de 
unión de Saci_1223 al DNA. Adicionalmente se caracterizó a esta proteína desde un 
contexto filogenómico con la finalidad de aportar información sobre su historia evolutiva. 
Los resultados de este trabajo, además de delimitar el probable efecto que saci_1223 
posee sobre la formación de biopelículas, proveen información de las probables 
funciones que pudiera tener en otras especies de arqueas que codifican para este 
regulador putativo. A continuación se discuten los aspectos centrales de este trabajo. 
 
1.- La proteína Lrs14 corresponde a un regulador transcripcional. 
 
 Empleando la secuencia péptidica de Lrs14 Saci_1223 se confirmó que este 
posee 5 parálogos inmediatos en el genoma de S. acidocaldarius DSM 639, los cuales 
habían sido previamente descritos (Orell et al., 2013b). Dos de estos parálogos 
(Saci_0446 y Saci_1223) han sido descritos como factores que influencia la formación 
de biopelículas en S. acidocaldarius. Así, mediante análisis de mutantes de deleción se 
ha propuesto que Saci_0446 correspondería a un represor en el desarrollo de 
biopeliculas, mientras que Saci_1223 actuaría como un activador en este mismo 
proceso (Orell et al., 2013b). La búsqueda realizada para encontrar ortólogos de Lrs14 
en otras especies del orden Sulfolobal reveló que dicha proteína posee una amplía 
presencia, no solamente en las especies del género Sulfolobus spp., sino que también 
en los géneros mas cercanos a estos Acidianus spp. y Metallosphaera spp. Otras 
especies cercanas a las antes descritas como Stygiolobus spp. y Sulfurisphaera spp. no 
fueron consideradas en este estudio debido a que aún no se cuenta con genomas 
secuenciadas de especies de dichos géneros. 	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Los análisis realizados sobre los ortólogos de Lrs14 encontrados en las distintas 
especies del orden Sulfolobal revelaron que con la excepción del largo variable de 
secuencias y la variación en la secuencia primaria de estas, estas proteínas poseen la 
misma topología conocida como wHTH. Las proteínas del tipo wHTH corresponden a 
una variante de las superfamilia HTH, proteínas que se encuentran ampliamente 
diseminadas a través de los dominios Eukarya, Bacteria y Archaea y a las cuales se les 
han atribuido funciones claves como reguladores transcripcionales, reparación y 
replicación de DNA, metabolismo de RNA e interacciones proteína-proteína (Aravind et 
al., 2005). Las proteínas de la familia HTH han sido sujeto de amplios estudios, no 
solamente debido a la alta presencia de este tipo de proteína en los 3 dominios de la 
vida, si no que también porque se ha propuesto que este tipo de proteínas 
corresponden a accesorios del aparato de transcripción mas antiguos y conservados a 
través de las especies y que pudiera haber sido parte de LUCA (Last Universal 
Common Ancestor) (Bell y Jackson, 2001).  
 
Kypides y Ouzounis han descrito que la mayoría de los reguladores 
transcripcionales encontrados en arqueas corresponden a ortólogos de varios 
reguladores bacterianos, entre ellos Lrp (Kyrpides y Ouzounis, 1999). En congruencia 
con esto, nuestros análisis mostraron que todas los ortólogos de Lrs14 comparten un 
grado considerable de similitud con los ortólogos de la proteína LrpA de la arquea P. 
furiosus y con la proteína  Lrp de la bacteria E. coli.  Las regiones conservadas entre los 
ortólogos arqueanos de Lrs14 presentaron residuos de Lisina coincidente con lo 
reportado para las proteínas de la familia Lrp de bacterias. Estos residuos de lisina se 
proponen como los responsables de generar una unión estable entre estas proteínas y 
el surco menor del DNA (Brennan, 1993). 
 
2.- Las proteínas Lrs14 controlarían procesos asociados al metabolismo de 
arqueas. 
 
 
 Los análisis de conservación de contextos genómicos realizados sobre los 
ortólogos de Lrs14 presentes en S. acidocaldarius revelaron que no existió un patrón o 
arreglo único y conservado entre todas los clados, los resultados obtenidos mediante la 
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curación de las regiones flanqueantes indican 2 situaciones recurrentes: la primera 
involucra una alta presencia de proteínas que a la fecha aún siguen anotadas como 
hipotéticas o con función desconocida. Una segunda situación, reveló que varios 
ortólogos de Lrs14 se encuentran colineales a proteínas relacionadas a diversos 
aspectos del metabolismo celular de las arqueas, mas concretamente a procesos 
relacionados a metabolismo y biosíntesis de diversos compuestos (metabolitos 
secundarios, lípidos, conversión y producción de energía entre otras). Análisis 
realizados en ortólogos de Lrp en bacterias han descrito que este tipo de proteínas 
estarían involucradas en la regulación del metabolismo de aminoácidos (Brinkman et 
al., 2003), categoría que se encuentra inserta dentro de la categoría mayor 
“Metabolismo” (Makarova et al., 2007) por lo que los ortólogos de esta proteína en los 
genomas de los organismos del orden Sulfolobal que fueron empleados a lo largo de 
este trabajo de tesis parecieran confirmar dicha suposición. 
 
3.- Especies del orden Sulfolobal poseen una alta variabilidad a nivel del genoma. 
 
 Análisis de ANIb realizado sobre los genomas de las arqueas empleadas durante 
este trabajo de tesis, reveló altos niveles de similitud entre cepas pertenecientes a una 
misma especie pero que a su vez los valores de similitud entre especies es bajo. Los 
cálculos de ANIb describen que 2 cepas pertenecen a una misma especie si entre estas 
su valor calculado de ANIb supera el 95% de similitud, lo que es equivalente al 70% 
empleado por estrategias de DDH (DNA-DNA Hybridization) (Goris et al., 2007; Richter 
y Rosselló-Móra, 2009). Los resultados de este análisis revelaron que algunas especies 
del género Sulfolobus spp. y las especies de los géneros Acidianus spp. y 
Metallosphaera spp., en relación a S. acidocaldarius DSM 639, son altamente 
divergentes, siendo la más cercana a este último la especie S. tokodaii str. 7, situación 
que se vio además reflejada en el análisis filogenético de los ortólogos de Lrs14 en 
donde los ortólogos de S. tokodaii str. 7 se encontraban mas cercanos a los ortólogos 
provenientes de S. acidocaldarius DSM 639. Un resultado interesante que emergió de 
este análisis se relacionó con los altos niveles de similitud encontrados en las cepas de 
S. solfataricus y S. islandicus, donde para todos los casos se obtuvieron valores de 
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similitud de alrededor de un 97 a un 99% de similitud. En el caso de las cepas de S. 
acidocaldarius, solamente la cepa S. acidocaldarius SUSAZ obtuvo un valor menor en 
comparación a los valores calculados para otras cepas de la especie en relación a S. 
acidocaldarius DSM 639, lo que podría indicar que esta corresponde a un especie 
diferente de S. acidocaldarius. 
 
4.- La proteína Lrs14 codificada por el gen saci_1223 posee sitios de unión a DNA 
parcialmente conservados en el genoma de S. acidocaldarius DSM 639. 
 
 Mediante análisis in silico se rastrearon los componentes de la maquinara de 
transcripción basal de arqueas (caja TATA y caja BRE) en el genoma de S. 
acidocaldarius para inferir la distancia que podría tener un posible sitio de unión de la 
proteína Saci_1223 al DNA. Los resultados obtenidos para la predicción de la caja 
TATA revelaron que dicho sitio en el genoma de S. acidocaldarius DSM 639, aunque 
conservado en términos de tamaño, resultó en un sitio pequeño de 6 nucleótidos y rico 
en A+T, que no es conservado en totalidad según el análisis realizado con la 
herramienta bioinformática Bowtie1. Esta situación se ha descrito en otros organismos 
como Sulfolobus shibitae en el cual se determinó experimentalmente la región TATA 
como un sitio de iguales características a las encontradas en este trabajo (Qureshi y 
Jackson, 1998). En lo que respecta a las posiciones de la caja TATA, los resultados 
obtenidos indicaron que sus probables posiciones dentro del genoma de S. 
acidocaldarius DSM 639 comprenden un rango entre los 30 a 60 nucleótidos río arriba 
del codón de inicio de la traducción en arqueas; aunque del trabajo de Qureshi y 
Jackson se estableció que dicha caja se encontraba entre 27 a 30 nucleótidos río arriba 
del sitio de inicio de la transcripción (Qureshi y Jackson, 1998), trabajos posteriores 
revelaron que la secuencia descrita como TATA posee mas de un sitio dentro de las 
proximidades descritas en S. shibitae. Esto implica que al parecer la caja TATA no tiene 
una posición definida y estable en la región promotora de arqueas. En el caso de la caja 
BRE, se ha descrito que esta caja se encuentra de forma adyacente a la caja TATA  y 
que corresponde a una secuencia de entre 8 nucleótidos de largo y rica en purinas 
(Ouhammouch, 2004); nuestra predicción de la caja BRE no logró resultados 
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satisfactorios, puesto que la secuencia para dicho sitio posee altos niveles de 
divergencia entre las especies, lo que dificultó la predicción de dicho sitio. Este hallazgo 
es congruente con lo reportado por Peng et al. (2011).  
 
Nuestros análisis bioinformáticos fueron extendidos con el fin de describir un sitio 
de unión de Saci_1223 al DNA de S. acidocaldarius DSM 639. Los resultados obtenidos 
indicaron una secuencia que puede encontrarse a distancias variables respecto de la 
caja TATA. Este motivo de unión corresponde a una secuencia no consenso de 20 
nucleótidos de largo y rico en A+T. Un sitio de similares características se determinó 
experimentalmente en S. solfataricus,  este corresponde a un sitio carente de consenso 
de unión de Lrs14 al DNA de 15 nucleótidos de largo y rico en A+T en una zona 
sobrepuesta a la caja TATA (Napoli et al., 1999). Esto sugiere que aunque existe un 
alto grado de variabilidad a nivel de genoma entre las diferentes especies del género 
Sulfolobus spp., el sitio de unión a las proteínas Lrs14 pareciera comprender 
características comunes.   
 
5.- Papel regulatorio de saci_1223 en el metabolismo energético de S. 
acidocaldarius. 
 
 La formación de biopelículas requiere de una gran versatilidad a nivel de 
expresión génica para que de esta forma las células asociadas puedan adaptarse al 
medio que las rodea, lo que implica también un uso eficiente tanto de los nutrientes 
como del oxígeno en las capas internas de la biopelícula (Stewart y Franklin, 2008). 
 
Nuestros análisis de la expresión génica diferencial mostraron que genes que 
codifican para 2 complejos proteicos vieron alterados sus niveles de  expresión en la 
cepa mutante de S. acidocaldarius Δsaci1223 durante la formación de biopelículas:  el 
complejo DoxBCE (DoxB, DoxC y DoxE) cuyos niveles disminuyeron y un complejo 
heterodisulfato reductasa (predicción de subunidad de heterodisufato reductasa, 
heterodisulfato reductasa A y heterodisulfato reductasa B), ambos organizados en 
operones dentro del genoma de S. aciocaldarius.  
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A la fecha se ha descrito que organismos del orden Sulfolobal codifican para 4 
complejos de oxidasas terminales, siendo el complejo DoxBCE una estructura 
conservada en el orden (Schafer et al, 1999; Wheaton et al., 2015). La utilización de 
estos complejos es dependiente de las concentraciones de oxígeno presentes en el 
medio (Simon et al., 2009). Esta situación se torna especialmente relevante en el 
crecimiento como biopelículas, puesto que lo niveles de oxigeno soluble son muy 
limitantes al interior de esta. Nuestras determinaciones de la expresión diferencial nos 
permiten plantear la hipótesis de que el complejo DoxBCE es requerido como oxidasa 
terminal en la cadena transportadora de electrones de S. acidocaldarius en respuesta a 
la baja concentración de oxígeno en el ambiente. Por otra parte, mediante nuestros 
análisis bioinformáticos se predijo la ocurrencia de un sitio de unión del regulador 
Saci_1223 a 18 pb río arriba a la caja TATA y a 37 nucleótidos para la región promotora 
del gen doxB, mientras que para el gen saci_0329 (del operón que codifica para el 
complejo heterodisulfato reductasa) dicho sitio se encontró a 700 pares de bases de 
distancia de la caja TATA. Interesantemente, este escenario se ha descrito en la arquea 
hipertermofíla Methanocaldacoccus jannaschii, en donde ortólogos del regulador 
transcripcional Lrp pueden reconocer 2 motivos de secuencias, uno de ellos muy 
próximo a la caja TATA y el otro cientos de pares de bases distante de la misma caja. 
Así, se determinó que el regulador del tipo Lrp en M. jannaschii actuaría como un 
regulador positivo si es que se encuentra a una distancia no mayor a 30 nucleótidos de 
la caja TATA, y por el contrario ejercería la acción de represor  cuando el sitio de unión 
se aleja de la caja TATA (Geiduschek y Ouhammouch, 2005; Ouhammouch et al., 
2005). De esta forma, es tentador sugerir un escenario similar de acción para el 
regulador Lrs14 Saci_1223 sobre el control de los genes de los operones doxBCE  y 
para el complejo heterodisulfato reductasa.  
 
Finalmente, como una forma de sintetizar nuestros hallazgos experimentales y 
de análisis bioinformaticos, nos permitimos presentar un modelo de trabajo que 
explicaría cómo actuaría el regulador Saci_1223 para controlar expresión de los genes 
que codifican DoxBCE y el complejo heterodisulfato reductasa durante la formación de 
biopelículas de S. acidocaldarius (Figura 17): Lrs14 codificada por saci_1223 autoregula 
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su expresión durante cultivos planctónicos y durante la formación de biopelículas en 
función de las concentraciones de oxígeno presentes en dichas condiciones. 
Saci_1223, consecuentemente, induce la expresión de los genes que codifican para 
complejo oxidasa terminal DoxBCE, al interactuar con su sitio de unión al DNA en una 
posición muy cercana a la caja TATA en formación de biopelículas; a su vez, Saci_1223 
reprime la transcripción del complejo heterodisulfato reductasa al unirse en una posición 
muy alejada de la caja TATA en la misma condición señalada anteriormente, lo que 
resulta en un acercamiento estérico que impide el avance de la RNAP. Inversamente, 
Saci_1223 ve reprimida su expresión en condiciones planctónicas lo que resulta en una 
represión de la expresión del complejo oxidasa terminal DoxBCE. 
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Figura 17. Modelo de regulación de saci_1223 durante la formación de 
biopelículas en S. acidocaldarius. A: Modelo en condiciones planctónicas. B: Modelo 
en condiciones adheridas o de formación de biopelículas. Lrs14 codificada por 
saci_1223 se indica en celeste. Su expresión transcripcional es mayor en la condición 
adherida, por lo que en el modelo se esquematiza una mayor concentración del 
regulador Saci_1223. Los operones blanco de regulación por Saci_1223 se representan 
en gris. El sitio de unión al DNA para Saci_1223 se indica con una caja roja, mientras 
que la caja TATA se indica en color azul. El complejo oxidasa terminal DoxBCE se 
mientra en la membrana celular de ambos modelos. En condiciones planctónicas este 
se encuentra reprimido (rojo) y en condiciones adheridas inducido (verde). Esto se 
correlacionaría con la disponibilidad de oxígeno (O2) en cada condición, indicada en 
cada modelo en el extremo superior derecho con una flecha. Alto O2 (é), Bajo O2 (ê). 
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 VI. CONCLUSIONES. 
 
1. Análisis de predicción de estructura secundaria de los homólogos de saci_1223 
indican que estas proteínas se ensamblan en un motivo descrito como “Hélice-Giro-
Hélice” alado (wHTH), una topología asociada a una vasta familia de reguladores y 
factores transcripcionales distribuidos en los dominios Bacteria, Eukarya y Archaea. 
 
2. Mediante búsqueda y análisis filogenómicos, homólogos de saci_1223 se encuentran 
distribuidos en otros géneros del orden Sulfolobal, concretamente en los géneros 
Sulfolobus spp., Metallosphaera spp. y Acidianus spp. 
 
3. Análisis filogenéticos infieren que el clado en el que se encuentra Saci_1223 
corresponde a el grupo de ortólogos mas cercanos a la proteína Lrs14 ancestral, en 
este caso saci_1219. 
 
4. Mediante análisis in silico, se predijo un potencial motivo y sitio de unión al DNA para 
la proteína Saci_1223 en el genoma de Sulfolobus acidocaldarius DSM639, en 
posiciones tanto cercanas como alejadas de la caja TATA de arqueas. Dicho sitio no es 
conservado en totalidad, de aproximadamente 20 nucleótidos de longitud y rico en AT. 
 
5. De los 152 genes evaluados diferencialmente en un cepa mutante para saci_1223, 
solo 59 de estos mostraron este motivo de unión indicando que el resto de los genes 
que respondieron a esta mutación en formación de biopelículas podrían estar envueltos 
en otro circuito regulador con acción indirecta de saci_1223. 
 
6. Lrs14 codificado por saci_1223 actúa controlando la expresión de los genes 
responsables de la síntesis del complejo terminal oxidasa DoxBCE durante la formación 
de biopelículas de la arquea Sulfolobus acidocaldarius. 
 
7. Otros puntos del metabolismo energético de Sulfolobus acidocaldarius no se vieron 
afectados por la mutación de saci_1223, lo que podría indicar que sus genes son 
expresados por otro regulador. 
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ANEXOS. 
 
Tabla S1: Proteínas Lrs14 del orden Sulfolobal recuperadas mediante búsqueda 
de ortólogos de Lrs14 presentes en S. acidocaldarius DSM 639. 
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Anexo 2: Comparación filogenética entre proteínas Lrs14 provenientes de disntos 
ordenes de arqueas. 
 
Figura S1: Análisis filogenético de ortólogos de Lrs14 del orden Sulfolobal y 
ortólgos de LrpA de P. furiosus. Comparación de la relación filogenética entre 
distintos ortólogos de Lrs14 presentes tanto dentro como fuera del orden Sulfolobal. El 
árbol resultante muestra que el ortólogo de Lrp de P. furiosus forma un clado separado 
de todos los ortólogos de Lrs14 presentes en el orden Sulfolobal. . Análisis realizados 
empleando parámetros de defecto del programa SeaView v.4. Saci: S. acidocaldarius, 
SSO: S. solfataricus P2, ST: S. tokodaii str. 7, LS215: S. islandicus L.S.2.15, Ahos: A. 
hospitalis W1, Msed: M. sedula DSM 5348, Mcup: M. cuprina Ar-4, PyrF: P. furiosus. 
S aview    Entire_Ortologues_Lrs14-PhyML_tree    Sun Dec 11 16:37:06 2016
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Anexo 3: Similitud inferida entre distintas cepas de especies del orden Sulfolobal. 
 
 
Figura S2. Análisis de similitud de cepas pertenecientes al orden Sulfolobal. 
Esquema del análisis de ANIb realizado sobre las diferentes cepas de cada una de las 
especies del orden Sulfolobal que emergieron a raíz de la búsqueda de ortólogos de 
Lrs14. Los análisis fueron realizados mediante el programa local Jspecies. Dos 
genomas son de la misma especie si entre estos existe un ANIb de 97% o más. 
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Anexo 4: Predicción de cajas BRE en el genoma de S. acidocaldarius DSM 639. 
 
 
Figura S3: Posiciones relativas obtenidas de la caja BRE en el genoma de S. 
acidocaldarius DSM 639.  Predicción y localización de las cajas BRE en posiciones río 
arriba de los genes ortólogos para las proteínas Lrs14 presentes en S. acidocaldarius 
DSM 639. (*): Secuencia consenso originada a raíz de las predicciones realizadas en 
esta tesis, (**): Secuencia de caja BRE empleada como query en análisis de predicción 
y localización en el genoma de S. acidocaldarius DSM 639. 
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Tabla S2: Localización de caja TATA y sitio de unión al DNA para Lrs14 (saci_1223) en grupo de genes 
diferencialmente expresados en la cepa S. acidocaldarius Δsaci_1223. (*): genoma de referencia S. acidocaldarius 
DSM 639, Y: presencia, N: no determinado. 
              
ORF Anotación arCOG 
Localizacíon en el 
genoma* para caja 
TATA 
Localizacíon en el 
genoma* para sitio de 
unión de Lrs14 Evaluación por qRT-PCR 
    Inicio Termino Inicio Termino 
Saci_0049 Uncharacterized conserved protein 34204 34212 34183 34202 No Evaluado 
Saci_0053 HerA helicase 41095 41103 N No Evaluado 
Saci_0055 Uncharacterized conserved protein N N No Evaluado 
Saci_0062 
Methylmalonyl-CoA mutase, C-
terminal domain/subunit 
(cobalamin-binding)  
N N No Evaluado 
Saci_0069 Predicted nucleotidyltransferase  51910 51918 51764 51783 No Evaluado 
Saci_0081 Ribosomal protein S4 or related protein  N 61079 61098 No Evaluado 
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Saci_0097 
Heme/copper-type 
cytochrome/quinol oxidase, 
subunit 1  
72923 72931 72885 72904 
Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0098 Terminal oxidase, subunit doxC Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0099 Terminal oxidase, subunit doxE Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0100 Mg-dependent DNase  N N No Evaluado 
Saci_0158 Short-chain alcohol dehydrogenase 
129967 129975 N 
No Evaluado 
Saci_0159 Uracil-DNA glycosylase  No Evaluado 
Saci_0185 Shikimate 5-dehydrogenase  N N No Evaluado 
Saci_0198 Highly conserved protein containing a thioredoxin domain  N N No Evaluado 
Saci_0236 Uncharacterized conserved protein 196778 196786 196633 196652 No Evaluado 
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Saci_0254 
Sec-independent protein 
secretion pathway component 
TatC  
214404 214412 N 
No Evaluado 
Saci_0256 Sec-independent protein secretion pathway component  No Evaluado 
Saci_0258 
ABC-type anion transport 
system, duplicated permease 
component  
214613 214621 N No Evaluado 
Saci_0263 Replicative SFII helicase  223075 223083 223562 223581 No Evaluado 
Saci_0267 Uncharacterized conserved protein  226269 226277 N No Evaluado 
Saci_0285 Uncharacterized conserved protein 237086 237094 236758 236777 No Evaluado 
Saci_0287 Uncharacterized conserved protein 242884 242892 N No Evaluado 
Saci_0291 Electron transfer flavoprotein, alpha subunit  
245167 245175 245163 245182 
Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0292 Dehydrogenase (flavoprotein)  Evaluado por qRT-PCR 
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Saci_0293 Ferredoxin-like protein  N N Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0299 FAD/FMN-containing dehydrogenase  
254431 254439 254144 254163 
Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0300 Nicotinamide mononucleotide adenylyltransferase  No Evaluado 
Saci_0327 Predicted heterodisulfide reductase subunit 
283184 283192 283616 283635 
Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0328 Heterodisulfide reductase, subunit A, polyferredoxin  Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0329 Heterodisulfide reductase, subunit B  Evaluado por qRT-PCR 
Saci_0331 NAD(FAD)-dependent dehydrogenase  
283624 283632 283616 283635 
No Evaluado 
Saci_0332 Peroxiredoxin family protein No Evaluado 
Saci_0335 
Predicted redox protein, 
regulator of disulfide bond 
formation  
288264 288272 N No Evaluado 
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Saci_0336 Peroxiredoxin family protein No Evaluado 
Saci_0355 Transcriptional regulator (Lrp/AsnC family) 301148 301156 N No Evaluado 
Saci_0357 Predicted small metal-binding protein  301148 301156 300551 300570 No Evaluado 
Saci_0359 TlpA/TrxA-like family protein 303045 303053   No Evaluado 
Saci_0368 N-methylhydantoinase B/acetone carboxylase, alpha subunit  N N No Evaluado 
Saci_0383 Na+/proline symporter  N N No Evaluado 
Saci_0384 Uncharacterized conserved protein  331597 331605 N No Evaluado 
Saci_0388 ABC-type multidrug transport system, permease component  N N No Evaluado 
Saci_0415 Zn-dependent protease with chaperone function  356627 356635 N No Evaluado 
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Saci_0424 Predicted N-acetylglucosamine kinase  362894 362902 N No Evaluado 
Saci_0440 Zn-dependent protease  376226 376234 N No Evaluado 
Saci_0442 Uncharacterized conserved protein  N N No Evaluado 
Saci_0461 Triphosphoribosyl-dephospho-CoA synthetase  N N No Evaluado 
Saci_0483 Transcriptional regulator, MarR family N N No Evaluado 
Saci_0491 Hypothetical protein 408461 408469 408244 408263 No Evaluado 
Saci_0494 Uncharacterized conserved protein  
411327 411335 410762 410781 
No Evaluado 
Saci_0495 Uncharacterized conserved protein No Evaluado 
Saci_0497 Uncharacterized conserved protein N N No Evaluado 
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Saci_0498 Predicted transcriptional regulator, PadR family 415401 415409 415859 415878 No Evaluado 
Saci_0502 Uncharacterized protein  N N No Evaluado 
Saci_0568 Uncharacterized conserved protein 
468476 468484 N 
No Evaluado 
Saci_0573 Archaeal adenylate kinase  No Evaluado 
Saci_0577 Ribosomal protein S5  No Evaluado 
Saci_0580 Ribosomal protein L32E  N N No Evaluado 
Saci_0584 Ribosomal protein L5  
484858 484866 484786 484805 
No Evaluado 
Saci_0585 Ribosomal protein S4E  No Evaluado 
Saci_0588 Ribosomal protein S17  No Evaluado 
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Saci_0601 Uncharacterized protein of DIM6/NTAB family No Evaluado 
Saci_0646 S-adenosylhomocysteine hydrolase  513045 513053 513085 513104 No Evaluado 
Saci_0663 Histidyl-tRNA synthetase  526812 526820 N No Evaluado 
Saci_0671 
Bifunctional fructose-1,6-
bisphosphate 
aldolase/phosphatase  
FBPA/FBPase 
N N No Evaluado 
Saci_0672 Predicted ATPase, RNase L inhibitor (RLI) homolog  543812 543820 N No Evaluado 
Saci_0679 Uncharacterized conserved protein 541378 541386 541515 541534 No Evaluado 
Saci_0684 Ribosomal protein S10  
545002 545010 N 
No Evaluado 
Saci_0685 Translation elongation factor EF-1alpha (GTPase)  No Evaluado 
Saci_0689 Transcription elongation factor  554336 554344 554334 554353 No Evaluado 
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Saci_0706 Adenylosuccinate lyase  565017 565025 N No Evaluado 
Saci_0756 
Acetylornithine 
deacetylase/Succinyl-
diaminopimelate desuccinylase 
or related deacylase  602430 602438 554334 554353 
No Evaluado 
Saci_0759 Signal recognition particle 19 kDa protein  No Evaluado 
Saci_0763 
Acetolactate synthase large 
subunit or other thiamine 
pyrophosphate-requiring enzyme 
N N No Evaluado 
Saci_0765 Predicted nucleotidyltransferase  619096 619104 N No Evaluado 
Saci_0766 Ribosomal protein L40E  611437 611445 N No Evaluado 
Saci_0767 Transcription elongation factor  N N No Evaluado 
Saci_0768 Aspartyl/asparaginyl-tRNA synthetase  N N No Evaluado 
Saci_0796 
RIO-like serine/threonine protein 
kinase fused to N-terminal HTH 
domain  
635430 635438 N No Evaluado 
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Saci_0818 Cytosine deaminase or related metal-dependent hydrolase  N N No Evaluado 
Saci_0819 Archaeal GTP cyclohydrolase III 660278 660286 660257 660276 No Evaluado 
Saci_0841 Ribosomal protein S25  678200 678208 678322 678341 No Evaluado 
Saci_0850 Mn2+-dependent serine/threonine protein kinase  N N No Evaluado 
Saci_0869 Glycosyltransferase  N 696363 696382 No Evaluado 
Saci_0892 Uncharacterized Zn-finger containing protein  716874 716882 866615 866634 No Evaluado 
Saci_0927 Hypothetical protein N N No Evaluado 
Saci_1035 
ABC-type 
dipeptide/oligopeptide/nickel 
transport system, ATPase 
component  
N N No Evaluado 
Saci_1061 Hypothetical protein 866418 866426 N No Evaluado 
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Saci_1103 Aromatic ring hydroxylase  902688 902696 N No Evaluado 
Saci_1148 Uncharacterized conserved protein 956862 956870 956431 956450 No Evaluado 
Saci_1168 
Predicted metal-dependent 
hydrolase related to alanyl-tRNA 
synthetase HxxxH domain  
N N No Evaluado 
Saci_1281 GTPase SAR1 or related small G protein  N N No Evaluado 
Saci_1301 Ribose 5-phosphate isomerase  1110941 1110949 1111354 1111373 No Evaluado 
Saci_1340 RNA-binding protein involved in rRNA processing  N N No Evaluado 
Saci_1343 N2,N2-dimethylguanosine tRNA methyltransferase  1148993 1149001 1149464 1149483 No Evaluado 
Saci_1358 Glycine/serine hydroxymethyltransferase  1165207 1165215 1165275 1165294 No Evaluado 
Saci_1373 Crenarchaeal division protein ESCRT-III 1175475 1175483 N No Evaluado 
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Saci_1382 
Glycine cleavage system protein 
P (pyridoxal-binding), N-terminal 
domain  
1181036 1181044 1181049 1181068 No Evaluado 
Saci_1462 Signal recognition particle GTPase  N N No Evaluado 
Saci_1494 
Type IV secretory pathway, 
VirB11 component, or related 
ATPase involved in archaeal 
flagella biosynthesis  
1270218 1270226 1269756 1269775 No Evaluado 
Saci_1554 Ribosomal protein S26  1321254 1321262 1320683 1320702 No Evaluado 
Saci_1602 Uncharacterized conserved protein 1365697 1365705 1365967 1365986 No Evaluado 
Saci_1606 EMAP domain RNA-binding protein 1368199 1368207 1368682 1368701 No Evaluado 
Saci_1623 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase  1386048 1386056 1385992 1386011 No Evaluado 
Saci_1639 
Predicted Zn-dependent 
protease or their inactivated 
homolog  
N N 
No Evaluado 
Saci_1640 Nucleotide-binding protein,  UspA family No Evaluado 
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Saci_1654 Glycine/D-amino acid oxidase (deaminating)  1407899 1407907 1407218 1407237 No Evaluado 
Saci_1710 
Transcriptional regulator 
containing HTH domain, ArsR 
family  
1468696 1468704 1468419 1468438 No Evaluado 
Saci_1714 Thermopsin-like protease 1474271 1474279 1474561 1474580 No Evaluado 
Saci_1718 Dienelactone hydrolase or related enzyme  N N No Evaluado 
Saci_1719 Uncharacterized conserved protein  N N No Evaluado 
Saci_1727 N-terminal nucleophile hydrolase superfamily protein 1486959 1486967 N No Evaluado 
Saci_1730 Hypothetical protein 1489251 1489259 1489796 1489815 No Evaluado 
Saci_1736 Uncharacterized conserved protein 1492630 1492638 1491691 1491710 No Evaluado 
Saci_1742 
Aerobic-type carbon monoxide 
dehydrogenase, large subunit 
CoxL/CutL homolog  
N N Evaluado por qRT-PCR 
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Saci_1747 Sulfocyanin 1507543 1507551 N Evaluado por qRT-PCR 
Saci_1748 Uncharacterized conserved protein 1510217 1510225 N No Evaluado 
Saci_1751 Hypothetical protein 1510685 1510693 N No Evaluado 
Saci_1759 Acetyl-CoA acetyltransferase  1517936 1517944 1518416 1518435 No Evaluado 
Saci_1836 Imidazolonepropionase or related amidohydrolase  1599664 1599672 N No Evaluado 
Saci_1840 Uncharacterized conserved protein 1607904 1607912 N No Evaluado 
Saci_1843 Kynurenine formamidase 1611652 1611660 1611887 1611906 No Evaluado 
Saci_1850 Predicted membrane protein  1621967 1621975 1622810 1622829 No Evaluado 
Saci_1906 Uncharacterized conserved protein  1705683 1705691 1706646 1706665 No Evaluado 
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Saci_1910 Uncharacterized conserved protein 1711366 1711374 1711562 1711581 No Evaluado 
Saci_1911 Glycosyltransferase 1711419 1711427 1710163 1710182 No Evaluado 
Saci_1930 Predicted ATPase (AAA+ superfamily)  1741956 1741964 1743208 1743227 No Evaluado 
Saci_1931 Uncharacterized conserved protein 1742342 1742350 1742332 1742351 No Evaluado 
Saci_1951 Transposase N N No Evaluado 
Saci_2002 PIN domain containing protein 1817472 1817480 1817982 1818001 No Evaluado 
Saci_2006 Uncharacterized conserved protein 1819299 1819307 1818439 1818458 No Evaluado 
Saci_2010 CRISPR-associated protein Cas2 1825625 1825633 1823146 1823165 No Evaluado 
Saci_2016 Radical SAM superfamily enzyme N N No Evaluado 
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Saci_2021 Uncharacterized conserved protein  1831612 1831620 N No Evaluado 
Saci_2030 PIN domain containing protein 1844615 1844623 N No Evaluado 
Saci_2037 Uncharacterized conserved protein  
N 
N No Evaluado 
Saci_2038 Uncharacterized conserved protein N No Evaluado 
Saci_2044 CRISPR-associated protein, RAMP family Cas5 group 
N 
N No Evaluado 
Saci_2045 CRISPR system related protein, RAMP superfamily Cas7 group N No Evaluado 
Saci_2046 
CRISPR associated protein, 
polymerase-related domain and 
HD family nuclease 
N No Evaluado 
Saci_2056 Kynurenine formamidase 1872890 1872898 N No Evaluado 
Saci_2147 Aspartate-semialdehyde dehydrogenase  N N No Evaluado 
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Saci_2181 Amino acid transporter  2017021 2017029 2017172 2017191 No Evaluado 
Saci_2182 Cu2+-containing amine oxidase  2017090 2017098 N No Evaluado 
Saci_2193 Transcriptional regulator AbrB N N No Evaluado 
Saci_2196 
L-alanine-DL-glutamate 
epimerase or related enzyme of 
enolase superfamily  
2034938 2034946 N No Evaluado 
Saci_2199 Uncharacterized conserved protein N N No Evaluado 
Saci_2207 Acyl-CoA synthetase (AMP-forming)/AMP-acid ligase II  2046814 2046822 N No Evaluado 
Saci_2230 Predicted nucleic-acid-binding protein containing a Zn-ribbon  2077587 2077595 2078187 2078206 No Evaluado 
Saci_2257 Uncharacterized conserved protein 2100071 2100079 N No Evaluado 
Saci_2277 Subtilase family protease  N N No Evaluado 
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Saci_2289 
HGG motif-containing 
thioesterase, possibly involved in 
aromatic compounds catabolism 
2136706 2136714 2136679 2136698 No Evaluado 
Saci_2299 Pterin-4a-carbinolamine dehydratase  
N 
N No Evaluado 
Saci_2300 NADH:flavin oxidoreductase, Old Yellow Enzyme family  N No Evaluado 
Saci_2303 ABC-type multidrug transport system, permease component  N N No Evaluado 
Saci_2305 ABC-type multidrug transport system, ATPase component  2153048 2153056 2153520 2153539 No Evaluado 
Saci_2308 Predicted transcriptional regulator  2156209 2156217 2156182 2156201 No Evaluado 
Saci_2310 dTDP-4-dehydrorhamnose reductase  2156657 2156665 N No Evaluado 
Saci_2312 tRNA or rRNA cytosine-C5-methylase  2157737 2157745 N No Evaluado 
Saci_2326 
4-hydroxybenzoate 
polyprenyltransferase or related 
prenyltransferase  
2173226 2173234 N No Evaluado 
	   101	  
Saci_2331 Thermopsin-like protease 2177252 2177260 N No Evaluado 
Saci_2337 Myo-inositol-1-phosphate synthase  
N 
N No Evaluado 
Saci_2339 NADH dehydrogenase subunit  L N Evaluado por qRT-PCR 
Saci_2349 Uncharacterized conserved protein 2194892 2194900 N No Evaluado 
Saci_2354 Uncharacterized conserved membrane protein 2199860 2199868 2199988 2200007 No Evaluado 
 
 	  	  
